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POVZETEK 
Izhodišča: Elektrokemoterapija je učinkovita lokalna ablativna metoda za zdravljenje različnih 
vrst tumorjev, pri kateri se uporablja intratumorski ali intravenski vnos kemoterapevtikov 
(bleomicina ali cisplatina) v kombinaciji z elektroporacijo. Na učinkovitost 
elektrokemoterapije vplivajo tako pravilnost izvedbe terapije, kot tudi lastnosti samih 
tumorjev. Med drugim so v kliničnih študijah opažali slabši odgovor tumorjev, ki so bili 
predhodno že zdravljeni s kemo- ali radioterapijo. Eden izmed možnih vzrokov bi lahko bila 
pridobljena intrinzična rezistenca tumorskih celic na kemoterapevtike. Recidivni tumorji 
namreč izrastejo iz najbolj odpornih celic, ki so zaradi določenih prilagoditev, kot je boljše 
popravilo poškodb DNA, preživele predhodno obsevalno terapijo. Manj je znano, kako te 
spremembe vplivajo na kemorezistenco celic in posledično na rezistenco na 
elektrokemoterapijo.  
Namen: V doktorski nalogi smo se namenili raziskati mehanizme intrinzične kemo- in 
radiorezistence recidivnih tumorjev po predhodnem obsevanju, ki lahko vplivajo na 
učinkovitost elektrokemoterapije.  
Hipoteze: Preverjali smo dve hipotezi. (1) Slabša občutljivost radiorezistentnih tumorskih 
celic na elektrokemoterapijo je pogojena tudi z intrinzično rezistenco na cisplatin in bleomicin; 
in (2) Razvoj kemorezistence pri radiorezistentnih tumorskih celicah je pogojen tako s 
spremenjenimi mehanizmi popravila poškodb DNA, kot tudi s spremenjenim celičnim 
privzemom kemoterapevtikov. 
Materiali in metode: V naših poskusih smo primerjali dve izogeni humani celični liniji 
ploščatoceličnega karcinoma žrela: starševsko (FaDu) in radiorezistetno podlinijo (FaDu-RR), 
ki smo jo vzpostavili s frakcioniranim obsevanjem linije FaDu. S testom klonogenosti smo 
najprej določili stopnjo občutljivosti obeh celičnih linij na obsevanje, kontinuirano 
izpostavljenost cisplatinu ali bleomicinu, ter na elektrokemoterapijo. Za izvedbo in vivo 
poskusov smo s podkožnim injiciranjem ene ali druge celične linije na bok 
imunokompromitiranih (SCID) miši inducirali FaDu in FaDu-RR tumorje. Tumorska modela 
smo primerjali glede nekaterih histoloških značilnosti ter občutljivosti na obsevanje, 
kemoterapijo s cisplatinom, kombinacijo obsevanja in cisplatina ter elektrokemoterapijo. 
Učinek naštetih terapij smo spremljali z merjenjem zaostanka v rasti tumorjev v primerjavi s 
kontrolno skupino ter z izrisom krivulj preživetja. V drugem delu naloge smo celični liniji po 
izpostavitvi cisplatinu ali bleomicinu primerjali glede sposobnosti popravila dvojnih prelomov 
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DNA (z imunocitokemičnim določanjem žarišč γ-H2AX) ter glede  na izraženost genov za 
popravilo poškodb DNA (z metodo PCR). Z visoko specifičnimi analičnimi metodami, ki 
temeljijo na masni spektrometriji, smo primerjali tumorski privzem cisplatina in bleomicina po 
kemo- in elektrokemoterapiji.  
Rezultati: S frakcioniranim obsevanjem smo uspešno vzpostavili radiorezistentno celično 
linijo FaDu-RR z induciranimi obrambnimi mehanizmi, ki so poleg pridobljene radiorezistence 
vodili tudi do navzkrižne rezistence na cisplatin. Dodatno smo v in vivo pogojih dokazali večjo 
odpornost FaDu-RR tumorjev na kombinacijo frakcioniranega obsevanja in cisplatina ter na 
elektrokemoterapijo s cisplatinom. Pomemben rezultat te naloge je tudi, da je 
elektrokemoterapija z bleomicinom pri obeh celičnih linijah oziroma tumorskih modelih enako 
učinkovita. V drugem delu naloge, kjer smo raziskovali morebitne mehanizme rezistence, smo 
dokazali, da radiorezistentne celice poleg zmanjšanega intracelularnega kopičenja cisplatina (v 
primerjavi s starševsko celično linijo) učinkoviteje popravljajo določene tipe poškodb DNA ter 
imajo spremenjen spekter izražanja genov za popravilo poškodb DNA.  
Zaključki: Frakcionirano obsevanje je v radiorezistetni celični liniji sprožilo nekatere 
mehanizme prilagoditve, kot sta bolj učinkovito popravilo poškodb DNA in navzkrižna 
rezistenca na cisplatin. V in vivo pogojih so bili FaDu-RR tumorji v primerjavi s FaDu tumorji 
enako občutljivi na elektrokemoterapijo na osnovi bleomicina, ter bolj odporni na 
elektrokemoterapijo na osnovi cisplatina. Glede na dejstvo, da je bila ugotovljena razlika med 
tumorskima modeloma majhna, na osnovi teh rezultatov lahko izključimo pomembnejšo vlogo 
intrinzične radiorezistence pri slabšem odzivu predhodno obsevanih tumorjev na 
elektrokemoterapijo. Zaradi navzkrižne rezistence radiorezistentnih celic na cisplatin, bi pri 
zdravljenju takih tumorjev priporočili elektrokemoterapijo na osnovi bleomicina. 
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ABSTRACT 
Background: Electrochemotherapy is an effective local ablative method for treatment of 
different types of tumours, where intratumoral or intravenous chemotherapeutic drug 
administrantion (cisplatin or bleomycin) is combined with electroporation. Effectiveness of 
this method depends on technical performance and on tumor characteristics. It was suggested 
in clinical studies that the pre-treatment with radio- or chemotherapy significantly lowered the 
response rate of the electrochemotherapy treated tumours. The acquired intrinsic resistance of 
tumour cells to chemotherapeutics could be one of the possible reasons for the observed, as 
recurrent tumours emerge from those resistant tumor cells that survived previous radiation 
therapy due to certain adaptations, like higher level of DNA damage repair. It is less known, 
how those adaptations affect the chemoresistance of tumour cells, and consequently the 
resistance of those cells to electrochemotherapy.  
Aim: In the dissertation, our aim was to explore mechanisms of intrinsic chemo- and 
radioresistance of reccurrent tumours after previous irradiation, which could affect the 
effectiveness of electrochemotherapy.   
Hypothesis: Two hypotheses were explored. (1) Radioresistant tumour cells are less 
responsive to electrochemotherapy due to intrinsic resistance to cisplatin or bleomycin; and (2) 
The development of chemoresistance in radioresistant tumour cells is a result of difference in 
DNA repair mechanisms and altered cellular uptake of chemotherapeutics. 
Materials and methods: In our experiments, we compared the two human cell lines of 
squamous cell carcinoma of the pharynx: the parental (FaDu) and the radioresistant subline 
(FaDu-RR) that was established by fractionated irradiation of the FaDu line. With the 
clonogenic test, we first determined the degree of sensitivity of both cell lines to irradiation, 
continuous exposure to cisplatin or bleomycin, and to electrochemotherapy. To perform in vivo 
experiments, we induced FaDu and FaDu-RR tumours by subcutaneous injection of the two 
cell lines on the right flanks of the immunocompromised (SCID) mice. We compared the 
tumour models in some histological characteristics and in response to irradiation, concomitant 
irradiation with cisplatin, chemotherapy and to electrochemotherapy. The effect of the 
therapies was monitored by measuring the tumour growth delay, compared to control groups, 
and with survival analysis. In the second part of the study, we compared the two cell lines in 
capacity to repair DNA double strand breaks (by immunocytochemical determination of γ-
H2AX foci) and in DNA repair signaling pathway gene expression (by PCR). Additionally, 
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using highly specific mass spectrometry analytical methods, we determined the cisplatin or 
bleomycin tumour uptake after chemo- and electrochemotherapy. 
Results: With fractionated irradiation, we successfully established radioresistant subline FaDu-
RR that developed defense mechanisms leading to radio- and cisplatin cross-resistance.  In 
vivo, we showed that FaDu-RR tumours were more resistant to concurrent radiochemotherapy 
with cisplatin, as well as to electrochemotherapy with cisplatin. Importantly, both cell lines and 
tumour models were equally sensitive to electrochemotherapy with bleomycin. In the second 
part of the study, where we investigated potential resistance mechanisms, we have 
demonstrated that in addition to the reduced intracellular accumulation of cisplatin compared 
to the parent cell line, the radioresistant cells also demonstrated a more efficient repair of DNA 
damage and have altered spectrum of DNA damage repair gene expression. 
Conclusions: Fractionated irradiation in the newly established cell line induced some 
adaptation mechanisms such as more effective repair of DNA damage and cross-resistance to 
cisplatin. In in vivo conditions, FaDu-RR tumours were equally sensitive to bleomycin-based 
electrochemotherapy and more resistant to cisplatin-based electrochemotherapy compared to 
FaDu tumours. Given the fact that the difference between tumour models was small, based on 
these results we can exclude a more significant role of intrinsic radioresistance of tumour cells 
in the response of previously irradiated tumours to electrochemotherapy. However, regarding 
a certain degree of cross-resistance in the radioresistant cells to cisplatin, the bleomycin-based 
electrochemotherapy should be considered in the treatment of previously irradiated tumours. 
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SEZNAM OKRAJŠAV  
BER – popravilo poškodb DNA z izrezom baze 
BLM – bleomicin 
CDDP – cisplatin 
CTR-1 – bakrov transmembranski transporter 1 
DDR – odziv celice na poškodbo DNA (DNA Damage Response) 
DMF – faktor modifikacije doze (Dose-Modifynig Factor). Izračun: doza, pri kateri preživi 
določen delež radiorezistentnih celic, deljena z dozo, pri kateri preživi enak delež starševskih 
celic. 
DSB – dvojni prelom DNA (Double Strand Break) 
DT – podvojitveni čas (Doubling Time) 
ED50 – efektivna doza obsevanja, pri kateri preživi 50% celic 
EKT – elektrokemoterapija 
EP – elektroporacija 
ESOPE – European Standard Operating Procedures of Electrochemotherapy 
GD – zaostanek v rasti tumorjev; nGD – normaliziran zaostanek v rasti tumorjev 
GET – genski elektroprenos 
GSH – glutation 
Gy – enota obsevanja z rentgenskimi žarki – Gray 
HPV – humani papiloma virus 
IC50 – inhibitorna koncentracija citostatika, pri kateri preživi 50% izpostavljenih celic 
MMR – popravilo neujemanja (popravilo na mestih nekomplementarnih baz) 
MRP 2 – Multidrug Resistance Proteins 
NER – popravilo poškodb DNA z izrezom nukleotida 
PE – Platting Efficiency 
PI – propidijev jodid 
Nikšić Žakelj M. Mehanizmi celične odpornosti predhodno obsevanih tumorjev na 
elektrokemoterapijo s cisplatinom ali bleomicinom 
 
XI 
  
Pt – platina 
ROS –reaktivne kisikove spojine 
RT PCR – metoda verižne reakcije s polimerazo v realnem času 
SCID – huda kombinirana imunska pomanjkljivost (Severe Combined Immunodeficiency) 
SD – obsevanje z enkratno dozo (10 Gy) 
TBE – učinek na ležišče tumorja (Tumor Bed Effect) 
TME – tumorsko mikrookolje 
UKCCCR – United Kingdom Co-ordinating Committee on Cancer Research 
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1 UVOD 
1.1 Elektrokemoterapija 
1.1.1 Osnovni princip delovanja elektrokemoterapije 
Elektrokemoterapija je učinkovita lokalna ablativna metoda za zdravljenje različnih vrst 
tumorjev, od primarnih nemelanomskih tumorjev kože do kožnih metastaz malignega 
melanoma in v telesu ležečih jetrnih metastaz kolorektalnega karcinoma (Sersa et al. 2008; 
Miklavčič et al. 2012).  
Osnovni princip metode je kombinacija intratumorskega ali intravenskega vnosa citostatikov, 
cisplatina ali bleomicina, in elektroporacije. Elektroporacija pomeni izpostavitev celic kratkim, 
intenzivnim električnim pulzom, ki omogočijo tvorbo reverzibilnih por v celični membrani. 
Le-te omogočajo difuzijo kemoterapevtikov v celice in s tem potenciacijo njihovega 
protitumorskega učinka (slika 1). (Orlowski et al. 1988; Yarmush et al. 2014) 
 
Slika 1  Princip delovanja elektrokemoterapije. A - molekule kemoterapevtika po injiciranju 
obkrožijo tumorske celice in v normalnih pogojih ne prehajajo celične membrane, oziroma jo prehajajo 
počasi. B – ob aplikaciji ustreznih električnih pulzov se v celični membrani pojavijo pore, ki omogočijo 
prost vstop molekul v celico. C – po nekaj sekundah oziroma minutah se pore zaprejo in omogočeno je 
delovanje kemoterapevtika, ujetega v celici. D – po določenem času nastopi celična smrt zaradi 
citotoksičnega delovanja kemoterapevtikov. Prilagojeno po Miklavčič et al., 2012. 
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1.1.2 Mehanizmi delovanja elektrokemoterapije 
Najpomembnejša mehanizma pri tej metodi sta elektroporacija tumorskih celic, ki poveča 
celični privzem zdravil, in citotoksičnost vnesene učinkovine. Ker elektrokemoterapija 
učinkuje citotoksično tudi na endotelne celice žilja v tumorju, je prisoten t.i. žilno-razdiralni 
učinek. Poleg tega, elektrokemoterapija sproži lokalni imunski odziv, ki po terapiji prispeva k 
odstranitvi preživelih tumorskih celic (slika 2). 
 
Slika 2 Učinki elektrokemoterapije. Ločimo direktne in indirektne učinke elektrokemoterapije. 
Direktni učinki na tumorske celice nastanejo zaradi povečane prepustnosti celičnih membran ob 
elektroporaciji in povišane znotrajcelične koncentracije kemoterapevtikov, kar vodi do citotoksičnega 
učinka. Razpad celic in imunogena celična smrt izzove odgovor telesnega imunskega sistema. Poznamo 
tudi indirektne učinke elektrokemoterapije, ki se izražajo preko delovanja na tumorsko žilje. Prilagojeno 
po Serša et al., 2017. 
1.1.2.1 Elektroporacija – povečanje prepustnosti celične membrane 
Ob elektroporaciji, tj. izpostavitvi celic pulznemu električnemu polju, v lipidnem dvosloju 
celične membrane nastanejo reverzibilne vodne pore, ki omogočajo intracelularni vnos 
različnih molekul, ki sicer celične membrane ne prehajajo, oziroma jo prehajajo zelo počasi 
(Yarmush et al. 2014). Vse od odkritja, pa do danes se je elektroporacija kot dostavni sistem 
za različne molekule v celice uveljavila na številnih področjih, med drugim tudi v postopkih 
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predelave hrane ter v farmaciji (Mahnič-Kalamiza, Vorobiev and Miklavčič 2014). Na 
področju medicine se je pojavila po letu 1982, z delom Neumanna in kolegov (Neumann et al. 
1982; Miklavčič, Mir and Vernier 2010), ki so kot prvi uporabili termin »elektroporacija«. Ti 
so električne pulze uporabili za začasno permeabilizacijo celičnih membran za dostavo tuje 
deoksiribonukleinske kisline (DNA) v celice. Kmalu po objavi tega prelomnega dela je 
kombinacija visoko napetostnih električnih pulzov tako z DNA, kot tudi s citostatiki, kot sta 
bleomicin in cisplatin, pridobila novi klinični aplikaciji – genski elektroprenos (GET) in 
elektrokemoterapijo (Belehradek et al. 1993; Daud et al. 2008). V zadnjih letih na veljavi 
pridobiva tudi ne-termična ireverzibilna elektroporacija za ablativno zdravljenje različnih 
solidnih tumorjev (Davalos, Mir and Rubinsky 2005; Miklavcic and Davalos 2015). 
Glede na jakost in trajanje apliciranega električnega polja, temu ustrezen transport molekul 
skozi celično membrano ter glede na funkcijo celic, lahko elektroporacijo razdelimo na več 
vrst. Če je jakost električnega polja (pre)nizka, ni izmerljive elektroporacije in se v tem primeru 
transport preko celičnih membran ne zgodi. Pri reverzibilni elektroporaciji, ki se uporablja pri 
elektrokemoterapiji, se v membranah celic ustvarijo začasne pore s časovno omejenim 
transportom molekul. Po koncu električnih pulzov se transport prekine in celice ostanejo 
vitalne, omogočeno pa je delovanje vnesenega citostatika. Z višanjem jakosti električnega polja 
preidemo na ne-termalno ireverzibilno elektroporacijo, kjer je cilj smrt celic, bodisi zaradi 
prevelikega izplavljanja molekul iz celice, bodisi zaradi prepočasne zapore por, pri čemer se 
temperatura tkiva ne zviša. Slednje je ključno pri zdravljenju na primer tumorjev jeter v bližini 
večjih žil in žolčnih vodov, saj se s tem postopkom izognemo termični poškodbi in posledično 
brazgotinjenju tkiv (Maor et al. 2007; Scheffer et al. 2014). Samo delovanje električnega polja 
se glede na njegovo jakost med različnimi tipi in velikostmi celic razlikuje. Veliko vlogo pri 
tem ima tudi prevodnost medija, v katerem se nahajajo celice v času aplikacije električnih 
pulzov (Yarmush et al. 2014).  
Pri izvajanju elektrokemoterapije je za reverzibilno poracijo celic treba doseči zadostno 
pokritost celotnega tumorja z električnim poljem ustrezne jakosti. Za dosego tega cilja je treba 
rešiti številne probleme, kot so razlike v prevodnosti med tkivi oz. znotraj tumorja 
(heterogenost tkiv, razlike v ožiljenosti, nekrotična področja v tumorju), spremembe v 
prevodnosti nastale zaradi elektroporacije, razmejiti  med reverzibilno in ireverzibilno 
elektroporacijo ter določiti najprimernejšo vrsto in položaj elektrod za ustrezno »pokritje« 
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celotnega zdravljenega področja s primernim električnim poljem. (Županič, Čorović and 
Miklavčič 2008; Miklavcic and Davalos 2015) 
1.1.2.2 Citotoksično delovanje kemoterapevtikov 
Nastanek reverzibilnih por ob elektroporaciji pospeši transmembranski transport tistih molekul 
oziroma protitumorskih učinkovin (v primeru elektrokemoterapije), ki membrano slabo, ali je 
ne prehajajo. Ustrezne učinkovine za elektrokemoterapijo so tako le take s hidrofilnimi 
lastnostmi, ki celičnih membran v večji meri ne prehajajo z aktivnim transportom (Serša et al. 
2006). Do sedaj so raziskovalci v predkliničnih raziskavah preverjali ustreznost več različnih 
citostatikov, med drugim doksorubicina, etoposida, paklitaksela, 5-fluorouracila, karboplatina, 
cisplatina in bleomicina. Ob tem se je citotoksičnost po elektroporaciji pomembno povečala le 
pri nekaterih od naštetih citostatikov (Serša et al. 2006). Za potrebe kliničnega testiranja sta se 
najbolj izkazali dve učinkovini: bleomicin in cisplatin. Obe protitumorski učinkovini imata 
namreč vse potrebne lastnosti: sta hidrofilni, imata omejen transmembranski transport, njuna 
citotoksičnost pa se ob kombinaciji z elektroporacijo poveča od 80-krat (cisplatin) do več 1000-
krat (bleomicin) (Orlowski et al. 1988; Serša, Čemažar and Miklavčič 1995; Gehl 2003). 
Elektrokemoterapija s cisplatinom oz. bleomicinom ima visok terapevtski indeks, kar pomeni, 
da so za protitumorsko učinkovanje potrebne zelo nizke koncentracije kemoterapevtika. 
Slednje je pomembno predvsem z vidika pojavljanja neželenih stranskih učinkov ob sistemski 
aplikaciji zdravila (Yarmush et al. 2014). 
1.1.2.2.1 Cisplatin 
Cisplatin, oziroma CDDP (cis-diamminedichloroplatinum(II)) je najbolj znan kemoterapevtik 
na osnovi platine (Pt). 
Spojino je leta 1844 sintetiziral Michele Peyrone, kemijsko sestavo pa so določili leta 1893. Za 
raziskovanje spojina ni bila zanimiva vse do 60. let prejšnjega stoletja, ko so Rosenberg, 
Vancamp in Krigas (1965) opazili, da produkti elektrolize platinastih elektrod zavirajo 
podvojevanje bakterij Escherichie Coli, kar so povezali s protitumorskim potencialom spojine. 
Leta 1971 so cisplatin prvič uporabili pri človeku za zdravljenje karcinoma, za splošno uporabo 
pa je bil s strani ameriške FDA odobren leta 1978 pod imenom Platinol®. Od takrat naprej velja 
za enega od najbolj učinkovitih in vsestranskih citostatikov, ki se uporablja za zdravljenje 
širokega spektra malignomov, kot so karcinomi pljuč, ovarijev, glave in vratu, sarkomi, 
limfomi ter germinalni tumorji. (Basu and Krishnamurthy 2010; Florea and Büsselberg 2011; 
Shaloam and Tchounwou 2014) 
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Cisplatin se ob vstopu v celice aktivira, pri čemer eno ali obe klorovi skupini zamenja z vodno 
molekulo. S tem nastane močno reaktivna spojina, ki se z veliko afiniteto veže na vrsto 
nukleofilnih skupin, med katere spadajo tudi cisteinski in metioninski ostanki na purinskih 
bazah vijačnice DNA, kar vodi do tvorbe adduktov – povezovanja znotraj ene ali med obema 
vijačnicama. Slednje prepoznajo mehanizmi za zaznavanje in popravilo poškodb DNA; pri 
izrezu in popravilu adduktov najpogosteje sodelujejo proteini iz skupine za popravila z izrezom 
nukleotida (NER, ang. nucleotide excision repair) in skupine s popravljanjem neujemanja 
(MMR, ang. mismatch repair). Ob obvladljivi količini poškodb DNA cisplatin povzroči zastoj 
celičnega cikla v fazah S in G2. S tem ima celica na voljo dovolj časa za popravilo nastalih 
poškodb in preprečitev nepravilne apoptoze. Če je poškodba preobsežna, se aktivirajo mnoge 
signalne poti odziva celice na poškodbo DNA (DDR, ang: DNA damage reseponse). Signalne 
poti najpogosteje vključujejo kinazo ATR, kinazi kontrolnih točk 1 in 2 (CHEK1 in CHEK 2) 
ter aktivacijo tumor supresorskega proteina TP53, ki v nadaljevanju aktivira več genov, katerih 
produkti povečajo permeabilnost zunanje membrane mitohondrijev in preko kaspazne kaskade 
sprožijo intrinzično apoptozo celice. Poleg direktne interakcije z DNA, se cisplatin v 
citoplazmi veže tudi na glutation, metalotionin ter proteine s cisteinskimi skupinami, kar v 
citoplazmi celice zniža količino reducentov oziroma antioksidantov. S tem se v celici poveča 
število reaktivnih kisikovih spojin (ROS), ki sprožijo apoptozo, ali pa dodatno poškodujejo 
vijačnico DNA. (Galluzzi et al. 2012) 
Vezava na DNA je najbolje raziskan mehanizem citotoksičnosti cisplatina, najverjetneje pa ni 
edini, saj se samo približno 1 % znotrajceličnega cisplatina veže na DNA  (Gonzales et al. 
2001). Poleg tega so v študijah dokazali pomembno citotoksično delovanje cisplatina tudi v 
celicah brez jedra (v t.i. citoplastih), najverjetneje preko njegovega delovanja na 
endoplazmatski retikulum (Mandić et al. 2003).  
Citotoksično delovanje pa na žalost ni omejeno le na tumorske celice. Zdravljenje pacientov 
spremljajo številni bolj ali manj resni neželeni učinki, ki se pojavljajo v odvisnosti od prejete 
doze. Mednje štejemo med drugim nefrotoksičnost in nevrotoksičnost, supresijo kostnega 
mozga, slabost in bruhanje, okvaro sluha ter pojav sekundarnih malignomov. (Santabarbara et 
al. 2015) 
Druga pomembna omejitev pri zdravljenju s cisplatinom je pojav rezistence v tumorjih na 
njegovo delovanje. Le-ta se lahko pojavi na več ravneh (slika 3). Tumorske celice lahko 
znižajo nivo aktivnih molekul cisplatina v citosolu (spremembe preden cisplatin doseže mesto 
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delovanja), nekatere razvijejo mehanizme za zmanjšanje obsega poškodb DNA, nastalih z 
delovanjem cisplatina (spremembe, ki vplivajo na delovanje cisplatina), tretja možnost pa je 
prilagoditev sistemov za zaznavanje molekularnih poškodb in za posredovanje pri signalih, ki 
vodijo v apoptozo (spremembe po delovanju cisplatina). (Siddik, 2003; Galluzzi et al., 2012, 
Galluzzi et al. 2014; Zhu et al., 2016)  
Zaradi navedenih težav pri zdravljenju s cisplatinom so za zdravljenje večine malignomov 
uvedli kombinacijsko zdravljenje z drugimi kemoterapevtiki, ali z radioterapijo. Na veljavi 
pridobiva tudi razvoj analogov platine, izmed katerih sta se kot najuspešnejša izkazala 
karboplatin in oksaliplatin.  
  
Nikšić Žakelj M. Mehanizmi celične odpornosti predhodno obsevanih tumorjev na 
elektrokemoterapijo s cisplatinom ali bleomicinom 
 
7 
  
 
Slika 3 Mehanizmi rezistence na cisplatin. Rezistenca je lahko prisotna na več ravneh. Ena 
možnost je, da tumorske celice zmanjšajo količino cisplatina v citoplazmi, preden ta doseže 
tarče (pred tarčo; zeleno). Čeprav cisplatin membrano prehaja tudi s pasivno difuzijo, pa 
običajno za vstop v celice potrebuje aktiven transport. Primera sta bakrov transporter I (CTR 
I) in protein MRP2 (ang. multidrug resistance protein). Tumorske celice imajo lahko 
spremenjeno izražanje ali pa spremenjeno funkcijo teh transporterjev, zaradi česar cisplatin 
slabše privzemajo ali pa ga v večji meri izplavljajo iz citosola. Drug mehanizem rezistence, ki 
znižuje nivo (aktivnega) cisplatina v citosolu, je zvišan nivo antioksidantov (glutation in 
metalotionin) ali encima, ki konjugira cisplatin z glutationom (glutation-S-transferaza). 
Rezistenca na nivoju tarč, na katere deluje cisplatin (rumeno), je lahko večplastna. Tumorske 
celice lahko povečajo delovanje NER in s tem v večji meri popravijo poškodbe DNA. Lahko 
zmanjšajo delovanje MMR: ta mehanizem ob ne-popravljeni poškodbi DNA sproža pro-
apoptotske signale. Ker addukti povzročajo dvojne prelome DNA (DSB), lahko k rezistenci 
prispeva tudi večje delovanje homologne rekombinacije, ki je eden izmed glavnih mehanizmov 
popravila DSB. Cisplatin ima tarče tudi v citosolu, kot sta na primer mitohondrijska DNA (Mth. 
DNA) in HSP90. K rezistenci lahko prispevajo tudi mutacije v mitohondrijski DNA. 
Mehanizme rezistence po delovanju cisplatina (oranžno) predstavljajo predvsem spremembe 
v sistemih, ki zaznavajo molekularne poškodbe in te spremenijo v signal za apoptozo. Ta 
rezistenca ni specifična za cisplatin, ampak se lahko razvije tudi v povezavi z drugimi 
genotoksičnimi agensi, kot je obsevanje. Pri tem pride do genetskih ali epigenetskih sprememb, 
ki zmanjšujejo izražanje p53 (ta ob celičnem stresu sproži signale za apoptozo), ali pa do 
spremenjenega delovanja prenašalcev pro-apoptotskih signalov, kot je na primer mitogen-
aktivirana protein kinaza 14 (MAPK 14). Prilagojeno po Galluzzi et al., 2014. 
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1.1.2.2.2 Bleomicin 
Bleomicin je vodotopen glikopeptidni antibiotik, izoliran iz bakterij vrste Streptomyces 
verticillus, ki proizvajajo več kot 200 različnih molekul. Protitumorska učinkovina je mešanica 
enajstih molekul, ki se med seboj razlikujejo na N-koncu molekule. Bleomicin so odkrili leta 
1962 (Umezawa et al. 1966), zapletena struktura pa je bila določena šele leta 1982. 
Komercialno dostopen produkt sestoji iz Bleomicina A2 (v 55 – 70 %) in Bleomicina B2 (v 25 
– 32 %), uporablja pa se za zdravljenje številnih vrst malignomov, kot so limfomi, 
ploščatocelični karcinomi glave in vratu, karcinomi testisov in ovarijev ter za zdravljenje 
malignih plevralnih izlivov, kot samostojna terapija, ali v kombinaciji z drugimi citostatiki, kot 
sta vinblastin in cisplatin. (Wang et al. 2013) 
Čeprav so stranski učinki zdravljenja z bleomicinom večinoma blagi (slabost, bruhanje, 
povišana temperatura in alergične reakcije), je predvsem pri starejših pacientih oziroma pri 
pacientih s predhodno okvaro pljuč ali ledvic možen hud zaplet zdravljenja v obliki 
intersticijskega pnevmonitisa. Le-ta se pojavi pri skoraj polovici zdravljenih pacientov, v 
približno 3% pa se zaplet konča s smrtjo zaradi napredovale intersticijske fibroze pljuč. Zaradi 
slednjega je širša klinična uporaba tega kemoterapevtika omejena. (Necchi et al. 2017) 
Mehanizmi delovanja bleomicina niso popolnoma pojasnjeni. Znano je, da se ob vstopu v 
celice veže na molekule železa in kisika, s čimer sproži nastanek ROS, ki v končni fazi tvorijo 
enojne in dvojne prelome vijačnice DNA. Prav dvojni prelomi DNA naj bi bili primarni 
mehanizem njegovega protitumorskega učinkovanja (Povirk 1996; Chen et al. 2008). Poleg 
naštetega lahko bleomicin povzroči peroksidacijo lipidov ter poškodbe mitohondrijske DNA 
(Khaidakov, Manjanatha and Aidoo 2002). Vse naštete poškodbe vodijo preko signalne poti 
ATM/ATR (kjer sta udeležena tudi p53 in p21) do apoptoze celice ali pa do zastoja celičnega 
cikla v fazi G2/M. Za aktivacijo G2/M kontrolne točke je nujno potrebna fosforilacija histona 
H2AX, ki se pojavi na mestu nastanka dvojnega preloma vijačnice DNA (Fernandez-Capetillo 
et al. 2002). Slednje je pomembno za imunocitokemično določanje žarišč γH2AX: s 
fluorescentno označenimi protitelesi proti fosforilirani (aktivirani) obliki histona H2AX se 
lahko določi nastanek in sposobnost popravila dvojnih prelomov DNA po predhodni 
izpostavljenosti celic določenim genotoksičnim učinkovinam, tudi po bleomicinu.  
Tako kot niso povsem jasni mehanizmi citotoksičnega delovanja bleomicina, so še manj 
poznani mehanizmi rezistence tumorskih celic na bleomicin. Ta se tipično pojavi pri recidivnih 
germinativnih tumorjih, saj se pri zdravljenju te vrste tumorjev bleomicin tudi najpogosteje 
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uporablja. Podobno, kot pri cisplatinu, se tudi tu rezistenca pojavlja na več nivojih (slika 4) 
(Wang et al. 2013). Po eni strani tumorske celice znižujejo nivo aktivnega bleomicina v 
citosolu, bodisi s spremembami v aktivnem transportu molekul preko celične membrane 
(poznan je predvsem zmanjšan privzem), kjer ima vlogo membranski transporter bleomicina 
(Pron, Belehradek and Mir 1993), bodisi z višjim nivojem antioksidantov (ki se vežejo na ROS) 
ali encimov, ki imajo sposobnost inaktivacije bleomicina. Pomembno vlogo pri slednjem ima 
bleomicin-hidrolaza, nevtralna cisteinska proteaza, ki molekule bleomicina z deaminacijo 
inaktivira. Pri tem nastane metabolit desamido-bleomicin, ki v manjšem obsegu cepi vijačnico 
DNA in ni citotoksičen (Schwartz et al. 1999). 
 
Slika 4 Mehanizmi rezistence na bleomicin. Lahko gre za zmanjšan vnos bleomicina preko 
vezave na membranske protein, kot BRP-βGal (Pron et al. 1994). Še preden bleomicin (BLM) 
doseže tarčo delovanja, DNA, ga lahko inaktivira citosolni encim, Bleomicin-hidrolaza, ki ga 
pretvori v netoksični metabolit desamido-bleomicin (DesA.BLM). Pri zmanjšanju delovanja 
bleomicina imajo vlogo tudi antioksidanti, ki odstranjujejo proste kisikove radikale (ROS), 
med njimi je najpomembnejši glutatión (GSH). Tako kot pri rezistenci na cisplatin, lahko celice 
razvijejo mehanizme za povečano popravilo ali za večjo toleranco poškodb DNA, povzročenih 
s strani bleomicina (Wang et al. 2013). Posredno in nespecifično pa na zmanjšanje 
citotoksičnega učinka bleomicina lahko vplivajo tudi spremembe v aktivaciji in izvršitvi 
apoptoze v rezistentnih celicah. Zapletena struktura bleomicina je prikazana na sliki 4 v okvirju 
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zgoraj desno, kjer sta podani tudi dve najpogostejši obliki, ki se uporabljata v kliniki in 
raziskovanju, A2 in B2 (struktura molekule bleomicina je prirejena po Avendano et al. 2015).  
1.1.2.3 Učinek na tumorsko žilje 
Aplikacija električnih pulzov sproži prehodno, a reverzibilno zmanjšanje pretoka krvi v 
zdravljenem področju. Po zdravljenju se v ne-tumorskem, oziroma zdravem tkivu pretok krvi 
ponovno vzpostavi hitreje, kot v tumorskem tkivu (Gehl et al. 2018). Posledično so molekule 
citostatika v zdravljeni leziji ujete in imajo tako več časa za delovanje na tumorske celice. V 
primeru elektrokemoterapije je prisoten še dodaten učinek vnesenega citostatika na endotelne 
celice tumorskega žilja: pride do nepopravljivih poškodb žilja in posledično do dodatnega 
zmanjšanja pretoka krvi v tumorskem tkivu. V primeru, da so tumorske celice preživele 
direkten učinek elektrokemoterapije, so kasneje zaradi opisanih učinkov na pretok krvi 
izpostavljene pomanjkanju kisika in potrebnih hranil, kar prav tako vodi v njihovo smrt. Učinki 
elektrokemoterapije na tumorsko žilje so razvidni tudi v klinični praksi. Prispevajo namreč k 
zmanjšanju krvavitev iz tumorja in je zato ta metoda primerna tudi za zdravljenje hemoragičnih 
tumorjev. (Serša et al. 2006; Snoj et al. 2009; Jarm et al. 2010) 
1.1.2.4 Aktivacija imunskega sistema 
Prav imunskemu sistemu se pripisuje zmožnost, da odstrani zadnje preživele tumorske celice 
po predhodni aplikaciji elektrokemoterapije. Elektrokemoterapija namreč povzroči apoptozo 
ali nekrozo tumorskih celic, s tem pa sproščanje tumorskih antigenov v okolico. Vse bolj je 
raziskana tudi t.i. imunogena celična smrt tumorskih celic po elektrokemoterapiji, ki je 
povezana z izpostavitvijo kalretikulina, molekul ATP in proteinov HMGB 1 (ang. high mobility 
group box 1 protein) (Calvet et al. 2014). Vpletenost imunskega sistema je bila dokazana v več 
študijah in vivo, kjer so med drugim na imunokompetentnih miših prikazali boljši učinek 
elektrokemoterapije, kot pri imunokompromitiranih miših brez dela adaptivnega imunskega 
sistema (Serša et al. 1997). V kliniki so Gerlini in sod. (2013) po elektrokemoterapiji melanoma 
dokazali dozorevanje dendritičnih celic in njihovo migracijo v regionalne bezgavke (Gerlini et 
al. 2013). 
1.1.2.5 Učinek na ne-tumorske celice 
Tako v študijah in vitro na celičnih kulturah in sferoidih, kot tudi in vivo in v kliniki je bilo 
dokazano, da ima elektrokemoterapija z bleomicinom večji učinek na tumorske celice kot na 
celice normalnih, ne-tumorskih tkiv (Gibot et al. 2016; Frandsen and Gehl 2018). Slednje so 
dokazali pred kratkim s histološko analizo jetrnih metastaz kolorektalnega karcinoma, ki so jih 
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kirurško odstranili 8 – 10 tednov po elektrokemoterapiji. Medtem ko je bilo zdravljeno 
tumorsko tkivo nekrotično, je bila struktura večjih žil na zdravljenem mestu ohranjena in 
nepoškodovana (Gasljevic et al. 2017). Vzroki za razlike v učinku elektrokemoterapije na 
različna tkiva so le delno pojasnjeni, najverjetneje pa so posledica razlik v hitrosti delitve celic, 
saj je znano, da se tumorske celice delijo hitreje, kot fibroblasti ali endotelne celice v okolici 
(Gibot et al. 2016). Eden izmed razlogov bi lahko bila tudi razlika v električni impendanci med 
normalnimi in tumorskimi tkivi in razlika v zmožnostih popravila celične membrane po 
elektroporaciji (Laufer et al. 2010; Frandsen and Gehl 2018). 
1.2 Elektrokemoterapija v klinični praksi 
Učinkovitost elektrokemoterapije in poznavanje mehanizmov njenega delovanja sta omogočila 
prenos metode v klinično prakso. Elektrokemoterapija se s pridom uporablja pri zdravljenju 
kožnih in podkožnih tumorjev različnih histoloških tipov, v paliativne namene, pa tudi za 
zdravljenje recidivnih ali rezidualnih lezij po intenzivnem predhodnem zdravljenju s 
standardnimi metodami. 
V začetku devetdesetih let prejšnjega stoletja so bile objavljene prve študije uporabe 
elektrokemoterapije na osnovi bleomicina v klinični praksi. Belehradek in sod. so z 
elektrokemoterapijo zdravili bolnike s kožno-podkožnimi lezijami ploščatoceličnega 
karcinoma glave in vratu. Metoda se je izkazala za praktično, varno in učinkovito, z 72 % 
objektivnih odgovorov tako zdravljenih tumorjev. (Belehradek et al. 1993) 
Spodbujena z obetavnimi začetki se je uporaba elektrokemoterapije razširila tudi na druge vrste 
kožnih in podkožnih tumorjev, kot so metastaze melanoma in karcinoma dojke (Gothelf, Mir 
and Gehl 2003; Marty et al. 2006). Na področju zdravljenja kožnih tumorjev (melanom, 
ploščatocelični karcinom in bazalnocelični karcinom) je kmalu sledila uspešna vpeljava 
elektrokemotrapije na osnovi cisplatina (Serša et al. 1998; Sersa et al. 2000). Z objavo 
standardnih postopkov za izvajanje elektrokemoterapije (ESOPE, ang. European Standard 
Operating Procedures of Electrochemotherapy) je elektrokemoterapija postala varna metoda 
za zdravljenje vseh vrst kožnih in podkožnih tumorjev (Mir et al. 2006; Gehl et al. 2018). V 
Sloveniji je elektrokemoterapija že od leta 2010 navedena v priporočilih za obravnavo bolnikov 
s kožnim melanomom kot ena izmed možnosti zdravljenja recidivnega melanoma na 
ekstremitetah, kjer ni možna preprosta ekscizija ali obsevanje (več kot 3 do 5 zasevkov) ali pri 
zelo hitro ponavljajočih se recidivih (prej kot v 3 do 6 mesecih) (Hočevar et al. 2010, 2018). 
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Tehnološki razvoj z izdelavo novih modelov elektrod, nosilcev elektrod, generatorjev 
električnih pulzov in načrtovanje zdravljenja s pomočjo napredne programske opreme in 
radioloških slikovnih metod (računalniška tomografija (CT), magnetna resonanca (MR)) je 
omogočil zdravljenje tudi globlje – v telesu ležečih tumorjev. Tak primer so jetrne metastaze 
kolorektalnega karcinoma, kostne metastaze, karcinomi pankreasa in prostate, metastaze 
karcinoma v bezgavkah na vratu in sarkomi (Miklavčič et al. 2012; Campana et al. 2019). V 
zadnjem času pridobiva na veljavi tudi endoskopska elektrokemoterapija (Soden et al. 2005), 
namenjena zdravljenju gastrointestinalnih tumorjev, predvsem neresektabilnih karcinomov 
rektuma ter požiralnika (Egeland et al. 2018; Campana et al. 2019).  
Poseben izziv predstavljajo sluznični karcinomi s področja glave in vratu, predvsem zaradi 
zahtevne dostopnosti lezij, njihove velikosti in predhodnega intenzivnega zdravljenja ter zaradi  
zahteve po ohranitvi funkcije zdravljenih organov (govor, požiranje) (Lenzi et al. 2017). Ob 
težki dostopnosti tumorjev v ustni votlini in žrelu je kljub uporabi posebnih naprstnih elektrod 
s krajšimi iglami težko v celoti pokriti tumorsko področje z električnim poljem ustrezne jakosti. 
Poleg tega so v več študijah po elektrokemoterapiji tumorjev ustnega dna in žrela zabeležili 
resne stranske učinke; več tednov po elektrokemoterapiji je zaradi nekroze tkiv v zdravljenem 
področju prišlo do obsežnih krvavitev, po zdravljenju s kombinacijo elektrokemoterapije in 
radioterapije pa je bila povečana incidenca osteoradionekroze spodnje čeljustnice (Landström 
et al. 2015; Plaschke et al. 2016).  
Čeprav se elektrokemoterapija uporablja kot lokalna ablativna metoda, pa se kot predmet 
raziskav vse pogosteje pojavlja njen potencialni vpliv na imunski sistem zdravljenih pacientov. 
V kombinaciji z imunoterapijo ali plazmidi GET, ki kodirajo na primer interlevkin 12 (IL-12), 
bi se lahko uporabljala za sistemsko zdravljenje razsejanih malignih bolezni (Sersa et al. 2015; 
Calvet and Mir 2016). V veterinarski medicini se je za zdravljenje oralnih karcinomov in 
mastocitomov pri psih že uveljavilo kombinirano zdravljenje z lokalno elektrokemoterapijo in 
genskim elektroprenosom plazmida, ki kodira IL-12 (Čemazar et al. 2017; Milevoj et al. 2019). 
Tudi na področju humane medicine je vse več uporabe kombinacije elektrokemoterapije in 
imunoterapije. Uspešen primer take kombinacije so opisali Brizio s sodelavci (2015), ki so za 
zdravljenje kožnih metastaz melanoma uporabili kombinacijo elektrokemoterapije na osnovi 
bleomicina z zaviralcem kontrolnih točk, ipilimumabom (anti-CTLA-4) (Brizio et al. 2015; 
Calvet and Mir 2016).  
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Razvoj gre tudi v smer iskanja novih učinkovin, ki bi v kombinaciji z elektroporacijo dosegle 
enak ali boljši protitumorski učinek, kot klasična elektrokemoterapija z bleomicinom ali 
cisplatinom. Tako se je za zdravljenje kožnih metastaz že uveljavila elektroporacija s kalcijem, 
ki je enako učinkovita kot elektrokemoterapija z bleomicinom, varna in izvedljiva (Falk et al. 
2018). Spodbudni so tudi rezultati elektrokemoterapije z oksaliplatinom, ki pa je še v fazi 
predkliničnega raziskovanja (Uršič et al. 2018).  
1.3 Učinkovitost elektrokemoterapije: vpliv značilnosti zdravljenih tumorjev 
Glavna predpostavka za učinkovitost elektrokemoterapije je zadostna zunajcelična 
koncentracija kemoterapevtika v področju celotnega tumorja v času dovajanja električnih 
pulzov ter pokritost celotnega tumorja z električnim poljem ustrezne jakosti za učinkovito 
tvorbo por v celični membrani (Čemažar et al. 1998; Miklavčič et al. 2006). V prvih kliničnih 
študijah uporabe elektrokemoterapije se je, ne glede na vrsto zdravljenega tumorja, vrsto in 
način aplikacije kemoterapevtika, metoda (ob pravilni izvedbi in upoštevanju standardiziranih 
postopkov zdravljenja) izkazala za zelo uspešno, z objektivnim odgovorom zabeleženim pri 
približno 70 do 80 % zdravljenih lezij (Marty et al. 2006). S kopičenjem kliničnih izkušenj, ki 
so vključevale vedno bolj raznolike skupine bolnikov, se je izkazalo, da na uspešnost 
elektrokemoterapije vplivajo številni dejavniki, povezani tako z izvedbo samega zdravljenja, 
kot tudi z lastnostmi zdravljenih tumorjev in pacientov.  
1.3.1 Velikost tumorjev 
Kljub temu, da je izvedba elektrokemoterapije prilagojena velikosti tumorja oziroma da je 
protokol zdravljenja glede doze kemoterapevtika (pri intratumorski aplikaciji) in razporeditve 
elektrod ustrezno spremenjen, je več študij pokazalo, da večji tumorji na zdravljenje odgovorijo 
slabše (Bertino et al. 2016; Campana et al. 2016). Mali in sod. (2013) so tumorje, zdravljene v 
različnih študijah med leti 2000 in 2011 razdelili na večje ali manjše od 3 cm. Meta-analiza 
zbranih podatkov je pokazala statistično pomembno, za 31 % večjo verjetnost za dosego 
popolnega odgovora (CR) v skupini tumorjev, manjših od 3 cm, kot pri večjih tumorjih. Slabšo 
učinkovitost elektrokemoterapije v primeru večjih tumorjev so pojasnjevali z nezadostno 
izpostavljenostjo tumorja kemoterapevtikom zaradi heterogene distribucije krvnega pretoka v 
njih: periferni deli  večjih tumorjev so namreč mnogo bolje prekrvljeni v primerjavi s 
centralnim delom. Posledično je v notranjosti tumorja v času dovajanja električnih pulzov nižja 
koncentracija kemoterapevtika. Drug razlog za manjšo uspešnost zdravljenja bi lahko bila 
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nezadostna pokritost celotnega volumna tumorja z zadostno jakostjo električnega polja. 
Učinkovitost elektrokemoterapije pri večjih tumorjih lahko izboljšamo s ponovitvijo 
zdravljenja, z aplikacijo kemoterapevtika tako intratumoralno kot intravensko, z uporabo 
fiksnih elektrod (kjer lahko električna polja prekrivamo) in z načrtovanjem postavitve elektrod 
s pomočjo slikovnih diagnostičnih metod. (Mali et al., 2013) 
1.3.2 Histološki tip  
Uspešnost zdravljenja z elektrokemoterapijo se med posameznimi histološkimi vrstami 
tumorjev pomembno razlikuje. Analize so bile opravljene predvsem na kožnih tumorjih 
področja glave in vratu. Metaanaliza 44 različnih študij (Mali et al., 2013) je jasno pokazala, 
da je za zdravljenje z elektrokemoterapijo najbolj dovzeten bazalnocelični karcinom, najslabši 
odziv pa je bil zabeležen pri ploščatoceličnem karcinomu in melanomu. Zdravljenje sarkomov 
je bilo uspešnejše od zdravljenja melanoma ali ploščatoceličnega karcinoma. Rezultate 
metaanalize so kasneje v prospektivni klinični študiji potrdili Bertino in sod. (2016), ki so 2 
meseca po zdravljenju pri bazalnoceličnih karcinomih beležili kar 91 % popolnih odgovorov, 
medtem ko je bil ta delež pri ploščatoceličnih karcinomih in melanomih precej nižji, le 55%. 
1.3.3 Ožiljenost 
Pri različnem odzivu tumorjev na terapijo imajo pomembno vlogo tudi razlike v ožiljenosti 
tumorjev ter s tem povezana farmakokinetika uporabljenega citostatika. V predklinični 
raziskavi so Grošelj in sod. (2018) na mišjem tumorskem modelu melanoma (B16F10) 
ugotavljali slabši učinek elektrokemoterapije na osnovi bleomicina kot na modelu karcinoma 
dojke (TS/A). Razlike med tumorskima modeloma niso bile posledica razlik v intrinzični 
občutljivosti celic na elektrokemoterapijo, saj so bile celice melanoma in vitro celo bolj 
občutljive kot celice karcinoma. Ustrezno razlago so pridobili z merjenjem koncentracije 
bleomicina v tumorjih v času aplikacije električnih pulzov: ta je bila v primeru karcinoma višja, 
kot pri melanomu. Dodatno so s histološko analizo dokazali, da so tumorji melanoma imeli 
manj žil večjega kalibra, karcinomi pa več sicer dobro razporejenega drobnega žilja. Slednje 
je bilo ključno za enakomerno porazdelitev bleomicina v volumnu celotnega tumorja v času 
aplikacije električnih pulzov in posledično za boljši protitumorski učinek zdravljenja.  
1.3.4 Molekularni dejavniki 
Čeprav je to področje razmeroma neraziskano, imajo najverjetneje pri različnem odzivu 
tumorjev na zdravljenje pomembno vlogo tudi različni molekularni dejavniki. Dolinsek in sod. 
(2016) so v predklinični študiji na tumorskih celicah melanoma dokazali, da mutacija v genu 
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BRAF pripomore k večji učinkovitosti elektokemoterapije. Poleg tega so ugotavljali 
sinergističen učinek kombinacije vemurafeniba (zaviralca kinaze BRAF) in 
elektrokemoterapije na osnovi bleomicina. Navedena kombinacija se je izkazala za varno in 
učinkovito tudi v klinični praksi, pri zdravljenju pacienta z metastatskim melanomom 
(Valpione et al. 2015). 
Pri zdravljenju ploščatoceličnih karcinomov orofarinksa z radio(kemo)terapijo je eden izmed 
ključnih dejavnikov, ki napoveduje odziv na tovrstno zdravljenje, povezanost nastanka bolezni 
z okužbo s človeškim virusom papiloma (HPV): HPV-pozitivni karcinomi so na zdravljenje 
pomembno bolj občutljivi kot HPV-negativni (Mirghani and Blanchard 2017). Manj je 
znanega, kakšen je vpliv okužbe s HPV na zdravljenje teh tumorjev z elektrokemoterapijo. V 
predklinični študiji so Prevc in sod. (2018) na mišjem modelu HPV-pozitivnega 
ploščatoceličnega karcinoma žrela dokazali boljši protitumorski učinek elektrokemoterapije na 
osnovi cisplatina, kot pri HPV-negativnih tumorjih.  
1.3.5 Predhodno zdravljenje z obsevanjem 
Rezultati več kliničnih študij so pokazali, da je elektrokemoterapija bolj učinkovita v primeru 
primarnih tumorjev, medtem ko slabše odgovorijo na tovrstno zdravljenje recidivni tumorji, ki 
so bili predhodno že zdravljeni s kemo- ali radioterapijo (Campana et al. 2014; Bertino et al. 
2016; Plaschke et al. 2017).  
Razlogov, zakaj predhodno obsevanje negativno vpliva na učinkovitost elektrokemoterapije, 
je lahko več, izpostaviti pa velja dva: učinek obsevanja na ležišče tumorja (manj kvalitetno 
tumorsko žilje in posledično razporeditev kemoterapevtika v tumorju, tj. njegova manjša 
koncentracija na mestu tumorja med elektrokemoterapijo) in pridobljena intrinzična rezistenca 
tumorskih celic na kemoterapevtike, ki se uporabljajo pri elektrokemoterapiji. 
1.3.5.1 Učinki obsevalne terapije na tumorsko mikrookolje in ležišče tumorja  
Raziskave potrjujejo pomen tesne interakcije med tumorskimi celicami in stromo znotraj 
tumorja oz. pomen t.i. tumorskega mikrookolja (TME). Po radioterapiji lahko v TME pride do 
sprememb, ki celo spodbujajo ponovno razrast tumorja (recidiv), invazijo in razsoj ter 
radiorezistenco ponovno izraslih tumorjev, kar so uspeli dokazati v številnih predkliničnih 
študijah. (Barker et al. 2015) 
Milas s sod. je že v 70. in 80. letih preteklega stoletja opisoval učinke obsevanja na ležišče 
tumorja (TBE, ang. Tumor Bed Effect). V poskusih in vivo so dokazali, da tumorske celice, 
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nasajene na predhodno obsevano področje, počasneje izrastejo v tumorsko formacijo, kot 
celice, nasajene na neobsevano tkivo (Milas et al. 1986; Milas, Hunter and Peters 1987). 
Razlaga tiči predvsem v poznih učinkih obsevanja na tumorsko žilje: obsevanje povzroča 
destrukcijo žil, predvsem najmanjših (mikrožilje), kar vodi v zmanjšanje gostote žilja in 
posledično do večje razdalje med posameznimi funkcionalnimi žilami v tumorskem parenhimu 
(Baker and Krochak 1989). Tako je novo rastoč tumor slabše prekrvavljen in slabše odziven 
na zdravljenje, saj zaradi slabše ožiljenosti kemoterapevtiki v krvnem obtoku ne dosežejo vseh 
tumorskih celic, medtem ko je hipoksija odgovorna za radiorezistenco tumorskih celic (Milas 
et al. 1986; Rockwell et al. 2009). Obsevanje lahko sproži tudi nastanek nekaterih drugih 
poznih morfoloških sprememb žilja. Sem spada med drugim razvoj tromboze, fibroza in 
nekroza medije. Še posebej enkratne visoke doze (15-20 Gy) trajno zmanjšajo pretok krvi 
zaradi ireverzibilnih sprememb v arhitekturi žilja (Chin et al. 2013). 
1.3.5.2 Spremembe v celicah po obsevanju 
Poleg učinka na ležišče tumorja, predhodna radioterapija deluje tudi kot selektor oziroma 
povzroči, da njeno učinkovanje preživijo le izhodiščno bolj rezistentne tumorske celice 
(McDermott et al. 2016). Poleg tega se pod vplivom delovanja ionizirajočih žarkov v tumorskih 
celicah dogodijo mnoge spremembe in prilagoditve, ki jim omogoči preživeti obsevanje ali 
delovanje drugih citotoksičnih učinkovin (Xie et al. 2009; Zhang et al. 2016). Med drugim so 
dokazali, da imajo radiorezistentne celice zmanjšan nivo oksidativnega stresa in povečan 
znotrajcelični nivo antioksidantov, kot je glutation (Lynam-Lennon et al. 2010). Poleg tega 
imajo te celice manjšo nagnjenost k apoptozi, večjo sposobnost popravila poškodb DNA ter 
izražajo navzkrižno rezistenco na nekatere citostatike, tudi na cisplatin (Xie et al. 2009; 
Mihatsch et al. 2011).  Eksperimentalno je bilo slednje dokazano s t.i. izogenimi modeli 
radiorezistence, kjer so selekcijo radiorezistentnih celic opravili s ponavljajočo izpostavitvijo 
starševskih celic frakcioniranemu obsevanju, čemur je sledila primerjava obeh celični liniji 
(starševske in novonastale) glede na različne lastnosti in odziv na različne terapije (Mcdermott 
et al. 2014).  
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
2.1 Namen 
Namen doktorske naloge je bil prispevati k razjasnitvi mehanizmov intrinzične kemo- in 
radiorezistence recidivnih tumorjev po predhodnem obsevanju, ki lahko vplivajo na 
učinkovitost elektrokemoterapije.  
2.2 Hipoteze 
1. Slabša občutljivost radiorezistentnih tumorskih celic na elektrokemoterapijo je 
pogojena tudi z intrinzično rezistenco na cisplatin in bleomicin.  
2. Razvoj kemorezistence pri radiorezistentnih tumorskih celicah je pogojen tako s 
spremenjenimi mehanizmi popravila poškodb DNA, kot tudi s spremenjenim celičnim 
privzemom kemoterapevtikov. 
2.3 Specifični cilji doktorske naloge  
1. In vivo določitev razlike v občutljivosti radiorezistentne (FaDu-RR) in njene starševske 
celične linije (FaDu) na obsevanje. 
2. Primerjava stopnje občutljivosti radiorezistentne in starševske celične linije na 
kontinuirano izpostavitev cisplatinu in bleomicinu, ter na elektrokemoterapijo – in vitro in in 
vivo na mišjem tumorskem modelu. 
3. In vitro določitev razlik v deležu in v časovni dinamiki popravila poškodb DNA med 
radiorezistentno in starševsko celično linijo z genotoksikološkimi metodami in z določanjem 
izražanja genov za popravilo poškodb DNA na nivoju mRNA. 
4. In vitro in in vivo določitev razlik v celičnem privzemu kemoterapevtikov po 
kontinuirani izpostavitvi cisplatinu in bleomicinu ter po elektrokemoterapiji med 
radiorezistentno in starševsko celično linijo. 
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3 METODE 
3.1 Celični liniji 
V poskusih smo primerjali dve izogeni humani celični liniji ploščatoceličnega karcinoma žrela: 
starševsko linijo FaDu (American Type Culture Collection, ZDA) in radiorezistentno podlinijo 
FaDu-RR. Radiorezistenco slednje smo vzpostavili s frakcioniranim obsevanjem celic FaDu. 
Obsevanje je potekalo po vnaprej določenem režimu, ki smo ga povzeli po protokolih že 
objavljenih študij (Fukuda et al. 2004; Xie et al. 2009; Mcdermott et al. 2014),  in je obsegal 
4 tritedenske cikle, v katerih so celice dnevno prejele 2 Gy, 5 dni v tednu (slika 5 A). 
Radiorezistenco smo preverjali s testom klonogenosti po vsakem ciklu obsevanja. Statistično 
značilna višja rezistenca na obsevanje v primerjavi s starševsko celično linijo se je pojavila po 
4. ciklu (skupna doza 120 Gy): efektivna doza pri 50% preživetju celic (ED50) je bila 1,60 ± 
0,11 Gy pri FaDu in 2,57 ± 0,09 Gy pri FaDu-RR (p < 0,001). Faktor modifikacije doze pri 
50% preživetju (DMF50) je znašal 1,60. Dve leti po prvi vzpostavitvi smo z namenom 
vzdrževanja radiorezistence FaDu-RR celične linije celice ponovno obsevali z dvema 
dodatnima cikloma (dodatnih 60 Gy). Skupno so torej FaDu-RR celice v 6 ciklusih prejele 180 
Gy. Kljub navideznemu zmanjšanju stopnje radiorezistence (slika 5 B), je bila med celičnima 
linijama še vedno statistično pomembna razlika v občutljivosti na obsevanje, z DMF50 1,41. 
Celice smo obsevali z napravo Gulmay 225 X-ray system (Gulmay Medical Ltd.), z bakrovim 
(0.55 mm) in aluminijastimi (1.8 mm) filtrom ter s hitrostjo doze 1,8 Gy/min. 
Obe celični liniji smo gojili v gojišču ADMEM (Advanced Dulbecco's modified Eagle's 
medium; Gibco, Thermo Fisher Scientific, VB) z dodatkom 5 % zarodnega govejega seruma 
(ang. fetal bovine serum, FBS; Gibco, Thermo Fisher Scientific). V gojišče smo dodajali še 
100 U/mL penicilina (Grünenthal, Nemčija), 50 mg/mL gentamicina (Krka, Slovenija) in 10 
mM L-glutamin (GlutaMAX, Gibco). Gojenje celic je potekalo v inkubatorjih s standardnimi 
pogoji za gojenje celičnih kultur, pri temperaturi 37°C in 5 % CO2. 
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Slika 5 Vzpostavitev radiorezistentne celične podlinije FaDu-RR. A - režim 
frakcioniranega obsevanja celične linije FaDu za pridobitev radiorezistence. Na shemi je 
predstavljen en cikel obsevanja, ki ga sestavlja 5 zaporednih obsevanj z dnevno dozo 2 Gy in 
premorom v času vikenda ter traja 3 tedne. B – delež preživetja starševske celične linije FaDu 
v primerjavi z radiorezistentno podlinijo FaDu-RR po 4 ciklih obsevanja (levo) in po dodatnih 
dveh ciklih obsevanja (desno). * p < 0,05 (med FaDu in FaDu-RR). 
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3.2 Poskusi in vitro 
3.2.1 Test klonogenosti 
S testom klonogenosti smo določili delež preživelih celic po obsevanju z dozami od 2 do 8 Gy 
(vzpostavitev radiorezistence), po kontinuirani in 2-urni izpostavitvi celic cisplatinu ali 
bleomicinu, ter po elektrokemoterapiji in vitro. Celice smo po izvedbi naštetih poskusov skupaj 
z gojiščem nasadili na petrijevke v različnih gostotah: od 400 za kontrolne skupine, do 10000 
za skupine, tretirane z najvišjo dozo obsevanja ali kemoterapevtika. Po 10 dneh smo petrijevke 
in na njih nastale celične kolonije obarvali z barvilom kristal vijolično. Kolonije (vsaj 50 celic) 
smo prešteli in izračunali razmerje med številom nasajenih celic in številom kolonij, t.i. plating 
efficiency (PE). Delež preživetja smo izračunali kot razmerje med PE tretiranih skupin in PE 
kontrolnih skupin brez terapije. 
3.2.2 Izpostavitev celic kemoterapevtikom – kemoterapija in vitro 
3.2.2.1 Kontinuirana izpostavitev 
Pri tem poskusu smo celice skupaj z gojiščem nasadili na petrijevke (Φ 6 cm; VWR 
International GmbH, Avstrija). Ko so se celice pritrdile, smo v gojišče dodali različne 
koncentracije cisplatina (od 0,17 µM do 2,50 µM) ali bleomicina (od 0,25 µM do 2,00 µM). 
Kemoterapevtika smo predhodno pripravili z razredčenjem založnih raztopin cisplatina (1 
mg/mL; Cisplatina Kabi, Fresenius Kabi AG, Nemčija) ali bleomicina (3 mg/mL; Heinrich 
Marck Nachf GmbH, Nemčija). Delež preživetja celic po terapiji smo določili s testom 
klonogenosti. Vsak poskus smo ponovili najmanj 3-krat (3 do 5-krat), vzporedno v 3 
petrijevkah (t.i. v 3 paralelkah). 
3.2.2.2 2-urna izpostavitev 
Ker smo za določevanje nastanka dvojnih prelomov DNA in sprememb v izražanju genov za 
popravilo DNA uporabili 2-urno izpostavitev kemoterapevtikom, smo pred tem določili tudi 
preživetje obeh celičnih linij po 2-urni izpostavitvi cisplatinu ali bleomicinu. Test smo izvedli 
enako kot pri kontinuirani izpostavitvi, le da smo 2 uri po dodatku kemoterapevtikov v gojišče 
to zamenjali s svežim. Glede na krajšo izpostavitev smo uporabili ustrezno višje koncentracije 
kemoterapevtikov (cisplatin: od 1,67 µM do 8,33 µM; bleomicin: od 2,50 µM do 20 µM). 
3.2.3 Elektrokemoterapija in vitro 
Za pripravo ustrezne celične raztopine smo celice FaDu in FaDu-RR najprej tripsinizirali in 
centrifugirali (1500 obratov/minuto, 5 minut). Nato smo celični pelet resuspendirali v 
Nikšić Žakelj M. Mehanizmi celične odpornosti predhodno obsevanih tumorjev na 
elektrokemoterapijo s cisplatinom ali bleomicinom 
 
21 
  
elektroporacijskem pufru, ki preprečuje celično smrt med elektroporacijo (sestavljen iz 125 
mM saharoze, 10 mM K2HPO4, 2,5 mM KH2PO4 in 2 mM MgCl2 × 6H2O (Potter and Heller 
2013)). Končna koncentracija celic v raztopini je bila 2,2 × 107 celic/mL.   
Za izvedbo poskusa smo v 90 µL celične raztopine dodali 10 µL cisplatina (s koncentracijami 
od 1,67 do 33,32 µM) ali bleomicina (s koncentracijami od 10-5 do 1 µM). Polovico nastale 
mešanice smo izpostavili električnim pulzom, druga polovica pa je služila kot kontrola 
(zdravljenje samo s kemoterapevtiki). Po 5-minutni inkubaciji celic pri sobni temperaturi smo 
celice razredčili in nasadili na petrijevke za izvedbo testa klonogenosti. 
Parametri električnih pulzov so bili tekom celotne študije, tako v in vitro kot v in vivo poskusih, 
enaki: 8 pravokotnih pulzov s frekvenco 1 Hz, med posameznimi pulzi pavza 100 µs, jakost 
električnega polja 1300 V/cm. Za in vitro poskuse smo pulze dovedli z elektroporatorjem GT-
01 (Fakulteta za Elektrotehniko, Univerza v Ljubljani, Slovenija), pri čemer smo uporabili 2 
paralelni elektrodi iz nerjavečega jekla in z 2 mm razmikom med elektrodama.   
3.2.4 Elektropermeabilizacija 
Stopnjo permeabilnosti celičnih membran ob elektroporaciji smo določili z merjenjem 
privzema propidijevega jodida (PI) na pretočnem citometru (FACS Canto II fow cytometer; 
BD Biosciences).  
Celično suspenzijo smo pripravili po enakem postopku, kot pri elektrokemoterapiji in vitro, v 
elektroporacijskem pufru s koncentracijo celic 2,2 × 107 celic/mL. Za merjenje 
elektropermeabilnosti smo v 67,5 µL celične suspenzije dodali 7,5 µL 100 µM PI (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ZDA). Takoj po dodatku smo mešanico izpostavili električnim pulzom 
z enakimi parametri, kot pri elektrokemoterapiji, spreminjali smo le jakost električnega polja 
(od 400 do 1600 V/cm). Po elektroporaciji smo celice inkubirali 5 min na sobni temperaturi. 
Nato smo 25 µL celične suspenzije resuspendirali v 1 mL 0,01 M pufra PBS (ang. phosphate 
buffer saline). Sledilo je merjenje mediane fluorescence in določitev deleža PI pozitivnih celic 
s pomočjo pretočnega citometra. Protokol poskusa smo priredili po objavi Prevc in sod. (Prevc 
et al. 2016). 
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3.2.5 Imunocitokemično določanje žarišč γH2AX 
Z imunocitokemičnim določanjem žarišč γH2AX v več časovnih točkah po izpostavitvi 
genotoksičnim agentom lahko določimo število in potek popravila dvojnih prelomov DNA 
(slika 6).   
Celice smo najprej nasadili na krovna stekelca, ki smo jih predhodno položili na dno plošče s 
šestimi vdolbinicami. Razen pri kontrolnih skupinah smo v gojišče ob različnih časovnih 
točkah (od 6 ur do 24 ur pred fiksacijo) dodali 3,33 µM cisplatin ali 5 µM bleomicin. Po dveh 
urah smo gojišče s kemoterapevtiki zamenjali s svežim gojiščem. Celice smo fiksirali najprej 
v raztopini 4 % paraformaldehida (Thermofisher (Kendel) GmbH, Nemčija) in 0,1 % Tritona 
X-114 (Sigma Aldrich Co., ZDA). Sledila je permeabilizacija v 0,5 % Tritonu-114 in blokada 
v 5 % BSA (protein govejega seruma; Sigma Aldrich Co.). Celice smo nato preko noči 
inkubirali s primarnimi protitelesi (mišja monoklonska protitelesa proti histonom H2AX (anti-
gamma H2A.X (phospho S 139) antibody [9F3]; Abcam ZDA), razredčenimi 1/3000 v 
raztopini 5 % BSA in 0,1 % Triton X-114 pri temperaturi 4°C. Sledilo je spiranje celic s PBS 
ter dodatek fluorescentno označenih sekundarnih protiteles (donkey anti-mouse IgG H&L 
(Alexa Fluor 488) antibody (Abcam)) za eno uro, razredčena 1/2000 v 0,1 % Triton X-114. 
Stekelca s celicami smo sprali s PBS in destilirano vodo, prekrili z medijem za obarvanje jeder 
(Fluoroshield with Dapi (Sigma Aldrich)) ter pritrdili na objektno stekelce.  
Celice z obarvanimi žarišči smo si prikazali pod 100-kratno povečavo s fluorescentnim 
mikroskopom Olympus BX-51 (Olympus, Japonska) in kamero DP72 (Olympus). Za prikaz 
jeder, obarvanih z barvilom Dapi, smo uporabili filter U-MWU2. Za prikaz fluorescentno 
označenih žarišč γH2AX smo uporabili filter U-MW1B (Olympus).  
Nikšić Žakelj M. Mehanizmi celične odpornosti predhodno obsevanih tumorjev na 
elektrokemoterapijo s cisplatinom ali bleomicinom 
 
23 
  
 
Slika 6 Imunocitokemično določanje žarišč γH2AX. Na mestu dvojnega preloma vijačnice 
DNA se fosforilirajo histoni H2AX (poimenovani »γH2AX«), ki jih v več časovnih točkah po 
izpostavitvi genotoksičnemu agentu (obsevanje ali kemoterapevtiki) označimo s primarnimi 
protitelesi. Lokacijo in število žarišč na posamezno jedro si lahko prikažemo s pomočjo 
fluorescentnega mikroskopa in fluorescentno označenimi sekundarnimi protitelesi. Ob 
uspešnem delovanju popravila dvojnih prelomov DNA poškodb število žarišč na posamezno 
jedro skozi čas upada. DSB – dvojni prelom DNA; P – fosforilacija. Povzeto po: Brandt M et 
al., kongres ECR 2011, poster št. C-0895. 
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3.2.6 Izražanje genov za popravilo poškodb DNA po izpostavitvi cisplatinu ali bleomicinu 
Razlike med celičnima linijama v izražanju genov, ki so vpleteni v popravilo poškodb DNA 
(ang. DNA-damage signaling pathway), smo določili z metodo verižne reakcije s polimerazo 
v realnem času (RT PCR). Pri tem smo uporabili specifične mikromreže, ki so usmerjene prav 
v signalno pot popravila poškodb DNA (RT2 ProfilerTM PCR Array human DNA Damage 
Signaling Pathway, PAHS-029Z, Qiagen, Nemčija). Izražanje genov smo določili v kontrolnih 
skupinah (brez terapije) in po 2-urni izpostavljenosti 3,33 µM cisplatina ali 5 µM bleomicina. 
Pet ur po izpostavitvi kemoterapevtikoma je bila narejena izolacija ribonukleinske kisline 
(RNA) s kompletom Rneasy Plus Mini Kit (Qiagen, Nemčija) v skladu s proizvajalčevim 
protokolom. Koncentracijo in čistost vzorcev RNA (A260/280) smo izmerili s spektrofotometrom 
mikroplošč Epoch (BioTek instruments, ZDA). Za sintezo komplementarne DNA (cDNA) smo 
uporabili 1 µg izolirane RNA in RT2 First Strand Kit-a (Qiagen), po protokolu proizvajalca. 
Raztopini cDNA smo dodali RT2 qPCR Sybr Green ROX Mastermix (Qiagen) ter vzorce 
napipetirali na prej omenjene mikromreže s 84 geni, specifičnimi za signalno pot popravila 
poškodb DNA (tabela 1). Za izvedbo RT-PCR smo uporabili aparat Quantstudio 3 Real-time 
PCR system (Applied Biosystems, ZDA). 
Analizo podatkov smo izvedli s pomočjo spletnega portala GeneGlobe Data Analysis Center. 
Podatki so bili normalizirani na t.i. vzdrževalne gene (ang. house-keeping) z najbolj stabilnim 
izražanjem. Večkratnik spremembe v izražanju genov smo izračunali z uporabo metode, ki sta 
jo opisala Livak in Schmittgen (Livak and Schmittgen 2001).  
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Tabela 1 Seznam genov, udeleženih v signalni poti popravila poškodb DNA, ki so vključeni v 
mikromrežo RT profiler PCR Array human DNA Damage Signaling Pathway (opisi 
posameznih kratic genov so zaradi lažjega razumevanja podani v angleškem jeziku, saj v 
slovenskem jeziku še nimamo uradnih prevodov vseh genov)*. 
SIMBOL OPIS SIMBOL OPIS 
ABL1 
C-abl oncogene 1, non-receptor 
tyrosine kinase 
MSH3 MutS homolog 3 (E. coli) 
APEX1 
APEX nuclease (multifunctional DNA 
repair enzyme) 1 
NBN Nibrin 
ATM Ataxia telangiectasia mutated NTHL1 Nth endonuclease III-like 1 (E. coli) 
ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related OGG1 8-oxoguanine DNA glycosylase 
ATRIP ATR interacting protein PARP1 Poly (ADP-ribose) polymerase 1 
ATRX 
Alpha thalassemia/mental retardation 
syndrome X-linked 
PCNA Proliferating cell nuclear antigen 
BARD1 BRCA1 associated RING domain 1 PMS1 
PMS1 postmeiotic segregation 
increased 1 (S. cerevisiae) 
BAX BCL2-associated X protein PMS2 
PMS2 postmeiotic segregation 
increased 2 (S. cerevisiae) 
BBC3 BCL2 binding component 3 PNKP 
Polynucleotide kinase 3'-
phosphatase 
BLM Bloom syndrome, RecQ helicase-like PPM1D 
Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ 
dependent, 1D 
BRCA1 Breast cancer 1, early onset PPP1R15A 
Protein phosphatase 1, regulatory 
(inhibitor) subunit 15A 
BRIP1 
BRCA1 interacting protein C-terminal 
helicase 1 
PRKDC 
Protein kinase, DNA-activated, 
catalytic polypeptide 
CDC25A 
Cell division cycle 25 homolog A (S. 
pombe) 
RAD1 RAD1 homolog (S. pombe) 
CDC25C 
Cell division cycle 25 homolog C (S. 
pombe) 
RAD17 RAD17 homolog (S. pombe) 
CDK7 Cyclin-dependent kinase 7 RAD18 RAD18 homolog (S. cerevisiae) 
CDKN1A 
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 
(p21, Cip1) 
RAD21 RAD21 homolog (S. pombe) 
CHEK1 CHK1 checkpoint homolog  RAD50 RAD50 homolog (S. cerevisiae) 
CHEK2 CHK2 checkpoint homolog  RAD51 RAD51 homolog (S. cerevisiae) 
CIB1 
Calcium and integrin binding 1 
(calmyrin) 
RAD51B RAD51 homolog B (S. cerevisiae) 
CRY1 Cryptochrome 1 (photolyase-like) RAD9A RAD9 homolog A (S. pombe) 
CSNK2A2 
Casein kinase 2, alpha prime 
polypeptide 
RBBP8 Retinoblastoma binding protein 8 
DDB1 
Damage-specific DNA binding 
protein 1 
REV1 REV1 homolog (S. cerevisiae) 
DDB2 
Damage-specific DNA binding 
protein 2 
RNF168 Ring finger protein 168 
DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3 RNF8 Ring finger protein 8 
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*dostopno na https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/pcr-qpcr/qpcr-assays-
and-instruments/mrna-incrna-qpcr-assays-panels/rt2-profiler-pcr-arrays/?catno=PAHS-029Z#geneglobe   
  
ERCC1 
Excision repair cross-complementing 
rodent repair deficiency (gr.1)  
RPA1 Replication protein A1, 70kDa 
ERCC2 
Excision repair cross-complementing 
rodent repair deficiency (gr.2) 
SIRT1 Sirtuin 1 
EXO1 Exonuclease 1 SMC1A 
Structural maintenance of chromosomes 
1A 
FANCA 
Fanconi anemia, complementation 
group A 
SUMO1 
SMT3 suppressor of mif two 3 
homolog 1 (S. cerevisiae) 
FANCD2 
Fanconi anemia, complementation 
group D2 
TOPBP1 
Topoisomerase (DNA) II binding protein 
1 
FANCG 
Fanconi anemia, complementation 
group G 
TP53 Tumor protein p53 
FEN1 Flap structure-specific endonuclease 1 TP53BP1 Tumor protein p53 binding protein 1 
GADD45A 
Growth arrest and DNA-damage-
inducible, alpha 
TP73 Tumor protein p73 
GADD45G 
Growth arrest and DNA-damage-
inducible, gamma 
UNG Uracil-DNA glycosylase 
H2AFX H2A histone family, member X XPA 
Xeroderma pigmentosum, 
complementation group A 
HUS1 
HUS1 checkpoint homolog (S. 
pombe) 
XPC 
Xeroderma pigmentosum, 
complementation group C 
LIG1 Ligase I, DNA, ATP-dependent XRCC1 
X-ray repair complementing 
defective repair in Chinese hamster 
cells 1 
MAPK12 Mitogen-activated protein kinase 12 XRCC2 
X-ray repair complementing 
defective repair in Chinese hamster 
cells 2 
MBD4 Methyl-CpG binding domain protein 4 XRCC3 
X-ray repair complementing 
defective repair in Chinese hamster 
cells 3 
MCPH1 Microcephalin 1 XRCC6 
X-ray repair complementing 
defective repair in Chinese hamster 
cells 6 
MDC1 Mediator of DNA-damage checkpoint 1 ACTB Actin, beta 
MLH1 
MutL homolog 1, colon cancer, 
nonpolyposis type 2 (E. coli) 
B2M Beta-2-microglobulin 
MLH3 MutL homolog 3 (E. coli) GAPDH 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 
MPG N-methylpurine-DNA glycosylase HPRT1 
Hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1 
MRE11A 
MRE11 meiotic recombination 11 
homolog A (S. cerevisiae) 
RPLP0 Ribosomal protein, large, P0 
MSH2 
MutS homolog 2, colon cancer, 
nonpolyposis type 1 (E. coli) 
HGDC 
Human Genomic DNA 
Contamination 
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3.2.7 Merjenje privzema cisplatina in vitro 
Meritve celičnega privzema cisplatina ob kemo- in elektrokemoterapiji smo izvedli in vitro in 
in vivo. Za in vitro meritev privzema po kemoterapiji smo celice izpostavili samemu cisplatinu 
(5 µM) za 5 minut (t.i. krajša izpostavitev, ki je časovno enaka, kot pri elektrokemoterapiji) ali 
za dve uri (t.i. daljša izpostavitev). In vitro elektrokemoterapijo smo izvedli tako, kot je opisano 
v poglavju 3.2.3., pri čemer smo uporabili 5 µM cisplatina. Po opisanem tretiranju smo celice 
najprej centrifugirali (1500 obratov/minuto, 5 minut), nato pa smo celični pelet do nadaljnje 
analize shranili pri temperaturi -20°C. 
Potek analize vzorcev je bil enak, kot pri določevanju celičnega privzema cisplatina ali 
bleomicina v tumorjih (v in vivo pogojih) in je podrobneje opisan v poglavju 3.3.6. 
3.3 Poskusi in vivo 
3.3.1 Tumorji in živalski modeli 
V in vivo poskusih smo uporabljali 6 do 8 tednov stare imunsko oslabljene miši SCID (C.B-
17/IcrHsd-Prkdcscid), ki smo jih pridobili iz laboratorijev Envigo (Videm, Italija). Vzdrževali 
smo jih v specifičnem okolju brez patogenov, pri sobni temperaturi 20 – 24 °C in 12-urnim 
ciklom dan/noč.  
Tumorje starševskih in radiorezistentnih celic (v nadaljevanju poimenovani kot FaDu in FaDu-
RR tumorji) smo inducirali s podkožnim injiciranjem 2 × 106  FaDu ali FaDu-RR celic, 
pripravljenih v 100 µL 0,9 % raztopine natrijevega klorida (B.Braun Melsungen AG, Nemčija). 
Za pripravo celične suspenzije smo celice najprej tripsinizirali in nato centrifugirali (1500 
obratov/minuto, 5 minut). Celični pelet smo po centrifugiranju resuspendirali v 0,9 % 
natrijevem kloridu tako, da je bila končna koncentracija 20 × 106 celic/mL. Po indukciji smo 
rast tumorjev spremljali z merjenjem volumna tumorjev (slika 7), najmanj 3-krat tedensko. Z 
Vernierjevim kaliperjem smo izmerili vse 3 dimenzije tumorja (dolžina, širina, globina), 
volumen pa izračunali po formuli za elipsoid, kjer a, b in c predstavljajo vse 3 izmerjene 
dimenzije tumorja. 
𝑉 =  
𝜋 × 𝑎 × 𝑏 × 𝑐
6
 
Ko so tumorji dosegli približno 6 mm v najdaljšem premeru oziroma približno 40 mm3, smo 
miši naključno razporedili v eksperimentalne skupine (5 – 7 miši na skupino) ter pričeli s 
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tretiranjem po protokolu posameznega poskusa. Vsi poskusi so bili odobreni s strani 
Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano Republike Slovenije; številka dovoljenja 
U34401-1/2015/16. Potekali so v skladu s standardi, ki jih določajo UKCCCR smernice in 
Evropska direktiva (Workman et al. 2010). 
 
Slika 7 Merjenje zaostanka v rasti tumorjev z Vernierjevim kaliperjem (Vir: Oddelek za 
eksperimentalno onkologijo, Onkološki inštitut Ljubljana). 
3.3.2 Histološka analiza tumorjev 
Indukcijo tumorjev FaDu ali FaDu-RR (3 tumorji na skupino) smo izvedli tako, kot je opisano 
v poglavju 3.3.1. (Tumorji in živalski modeli). Ko je volumen tumorjev dosegel približno 100 
mm3, smo miši žrtvovali s cervikalno dislokacijo. Tumorje smo nato izrezali, s skalpelom ločili 
od kože ter fiksirali: najprej v cinkovem fiksativu (BD Biosciences, ZDA), nato v 100 % 
etanolu. Sledil je vklop tumorjev v parafin ter izrez rezin debeline 2 µm. Stekelca smo obarvali 
s hematoksilinom in eozinom (HE) ter s specialnim trikromnim barvilom po Massonu za prikaz 
vezivnega tkiva. Poleg tega pa smo imunohistokemično določili stopnjo proliferacije 
tumorskih celic (Ki-67; thermoFisher Scientific, ZDA), hipoksije (protitelo anti-HIF-1α; 
Abcam, VB) ter ožiljenost tumorjev (protitelo anti-CD31; Abcam). Vsako obarvano/označeno 
rezino tumorjev smo na petih naključnih mestih slikali z DP72 CCD-kamero (Olympus), 
povezano z BX-51 mikroskopom (Olympus). Slike so kvantitativno ocenili trije neodvisni 
raziskovalci, pri čemer so ocenjevali in med seboj primerjali tumorska modela v deležu 
proliferativnih celic, razporejenosti vezivnega tkiva, številu žil na vidno polje (pod 200-kratno 
povečavo) in v deležu hipoksičnih celic. 
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3.3.3 Obsevanje ter kombinacija obsevanja s cisplatinom in vivo 
Indukcija tumorjev je potekala kot je bilo opisano v poglavju 3.3.1, le da smo pri tem poskusu 
zaradi tehnike obsevanja celice injicirali na sredino hrbta (in ne v bok). Miši smo razdelili v 
več eksperimentalnih skupin: kontrolna skupina brez prejete terapije, skupina s kemoterapijo 
na osnovi cisplatina (i.v. injiciranje cisplatina v dozi 4 mg/kg), skupini z obsevanjem 
(enkratnim z 10 Gy, ali frakcioniranim z 8 × 2 Gy) ter skupini s kombinirano terapijo obsevanja 
s cisplatinom (20 minut pred pričetkom obsevanja (enkratnega ali frakcioniranega) smo mišim 
i.v. aplicirali 4 mg/kg cisplatina).  
Frakcionirana doza 8 × 2 Gy je enako učinkovita (izoefektivna) kot enkratna doza 10 Gy po 
enačbi:  
𝐷1
𝐷2
=  
𝛼
𝛽⁄ + 𝑑2
𝛼
𝛽⁄ + 𝑑1
 
D1 pomeni enkratno dozo obsevanja (10 Gy), d1 je doza frakcije pri enkratnem obsevanju (10 Gy), α/β 
količnik je bil 10 Gy, D2 pomeni celotna izoefektivna doza frakcioniranega obsevanja (v našem primeru 
izračunana na 16 Gy), d2 je bila doza posamezne frakcije pri frakcioniranem obsevanju  (2 Gy); časovni 
faktor je zaradi kratkotrajnosti frakcioniranega režima zanemarjen (Wheldon et al. 1998). 
Tumorje smo obsevali z napravo Gulmay 225 X-ray system (Gulmay Medical Ltd.) s filtri 0.55 
mm Cu in 1.8 mm Al ter s hitrostjo doze 1,92 Gy/min. Pred obsevanjem smo miši položili v 
svinčene nosilce, odkrite le na hrbtnem delu miši, kjer je bil tumor. Za zagotovitev 
enakomernosti doze obsevanja po celotni površini tumorjev smo tumorje obsevali 2-krat: s 
polovico doze najprej z ene strani in nato še z druge strani (slika 8).  
Učinek navedenih terapij smo spremljali z merjenjem dimenzij tumorjev in izračunali 
zaostanek v rasti tumorjev. Po končanem poskusu smo preživetje živali analizirali z analizo po 
metodi Kaplan-Meierja (Bewick, Cheek and Ball 2004). 
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Slika 8 Obsevanje miši z rentgenskim aparatom Gulmay. Miši smo položili v svinčene 
tulce, pri čemer je obsevanju izpostavljen le hrbtni del miši, kamor smo predhodno nasadili 
tumorje (vir: Oddelek za eksperimentalno onkologijo, Onkološki inštitut Ljubljana).  
3.3.4 Elektrokemoterapija in vivo 
Miši s FaDu ali FaDu-RR tumorji smo razdelili v več eksperimentalnih skupin. Kontrolna 
skupina ni prejela nobene terapije. Skupini z elektroporacijo smo na mesto tumorja aplicirali 
standardne električne pulze. Mišim, ki so prejele kemoterapijo, smo retroorbitalno (t.j. 
intravensko) injicirali 4 mg/kg cisplatina (s koncentracijo 1142,8 µg/mL) ali 5 mg/kg 
bleomicina (s koncentracijo 1492,5 µg/mL), raztopljenega v 0,9% natrijevega klorida. Skupine, 
zdravljene z elektrokemoterapijo, so 3 minute po i.v. aplikaciji cisplatina ali bleomicina (enaka 
doza, kot pri kemoterapiji) na mesto tumorja prejele še električne pulze s standardnimi 
parametri (8 kvadratnih pulzov s frekvenco 1 Hz in pavzo 100 µs, jakost električnega polja 
1300 V/cm) (slika 9). Doza kemoterapevtikov, ki smo jih uporabili pri izvedbi kemo- in 
elektrokemoterapije, je temeljila na že objavljenih študijah (Serša et al. 1997; Čemažar, 
Miklavčič and Serša 1998) in je bila v rangu, kjer bi pri različnih tumorskih modelih pričakovali 
tudi popolne odgovore z elektrokemoterapijo tretiranih tumorjev. Električne pulze pri tem 
poskusu smo dovajali s pomočjo generatorja električnih pulzov ELECTRO Cell B10 (Leroy 
Biotech, Francija) in uporabo dveh paralelnih elektrod iz nerjavečega jekla, z razmikom 6 mm 
med elektrodama.  
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Slika 9 Elektroporacija tumorjev s ploščatimi elektrodami (vir: Oddelek za 
eksperimentalno onkologijo, Onkološki inštitut Ljubljana). 
3.3.5 Spremljanje odgovora tumorjev na terapijo 
Odziv tumorjev na zdravljenje smo ocenjevali z meritvijo volumna tumorjev po terapiji, kot 
smo opisali v poglavju 3.3.1. Ko so tumorji dosegli velikost 250 mm3, smo miši žrtvovali s 
cervikalno dislokacijo. Miši s popolnim odgovorom tumorja na zdravljenje smo spremljali še 
vsaj 120 dni po terapiji. Narisali smo krivulje preživetja po terapiji (analiza preživetja po 
metodi Kaplan-Meier). Izračunali smo zaostanek v rasti tumorjev (GD), pri čemer smo 
podvojitveni čas tumorjev v tretiranih skupinah delili s podvojitvenim časom, izmerjenim v 
kontrolnih skupinah. Zaradi razlike v hitrosti rasti med kontrolnimi skupinami (FaDu vs. FaDu-
RR) smo pri tretiranih skupinah izračunali tudi normaliziran zaostanek v rasti tumorjev (nGD) 
(Begg 1987). 
3.3.6 Tumorski privzem cisplatina 
Privzem cisplatina smo merili tako in vitro kot in vivo, po kemo- in po elektrokemoterapiji. 
Protokol za in vivo meritve smo priredili po že objavljeni študiji Kranjc in sod. (Kranjc et al. 
2016). Miši smo razdelili v dve skupini: kemoterapija in elektrokemoterapija. Terapiji smo 
izvedli enako, kot je opisano v poglavju 3.3.4, z enakimi dozami kemoterapevtikov in parametri 
električnih pulzov. 
Eno uro po zdravljenju smo vsaki miši odvzeli kri iz retroorbitalnega sinusa. Vzorec krvi smo 
centrifugirali (3000 obratov/minuto, 10 minut) in nastali serum shranili do nadaljnje analize pri 
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temperaturi -20°C. Po odvzemu krvi smo miši žrtvovali s cervikalno dislokacijo. Tumorje smo 
izrezali, ločili od okolnega tkiva in kože, stehtali ter do nadaljnje analize shranili pri 
temperaturi -20°C. 
Vse zbrane vzorce (celice, serum, tumorji) smo na dan analize prenesli v prostore inštituta 
Jožefa Štefana. Vzorce so najprej 48 ur raztapljali v mešanici 65 % dušikove kisline (Merck, 
Nemčija) in 30 % hidrogen peroksida (Merck) pri 90 °C in v razmerju 1:1. Pred analizo smo 
vzorce razredčili v vodi Mili-Q (Direct-Q Ultrapure water system, Millipore Watertown, 
ZDA). Vsebnost platine v vzorcih smo pomerili z masno spektrometrijo z induktivno 
sklopljeno plazmo (ICP-MS, Agilent Technologies, model 7700x, Japonska) z merjenjem 
izotopov 195Pt in 194Pt (Martinčič et al. 2013; Kranjc et al. 2017).  
Izmerjena vsebnost platine v vzorcih tumorjev je bila za analizo podatkov deljena z maso 
tumorjev (rezultati v ng/g). Količina platine v serumskih vzorcih je bila deljena z volumnom 
izoliranega seruma (rezultati v ng/mL). Pri vzorcih iz poskusa in vitro smo dobljeno količino 
platine normalizirali na število celic v celičnem peletu (rezultati v ng/106 celic). 
3.3.7 Tumorski privzem bleomicina 
Meritve so, predvsem zaradi tehničnih omejitev pri določanju koncentracije bleomicina, 
potekale samo v pogojih in vivo. Vzorci za merjenje privzema bleomicina v serumu in tumorjih 
miši po kemo- in elektrokemoterapiji z bleomicinom so bili pridobljeni na enak način, kot za 
merjenje privzema cisplatina, le da smo namesto cisplatina injicirali bleomicin.  
Za analizo smo tumorje v tekočem dušiku strli do finega prahu, jih sonificirali, centrifugirali 
in filtrirali. Po purifikaciji z ekstrakcijo solidne faze (ang. solid phase extraction) smo 
koncentracijo bleomicina v vzorcih izmerili s tekočo kromatografijo, sklopljeno s tandemsko 
masno spektrometrijo (LC-MS/MS) na napravi Nexera ultra high performance LC (Shimadzu 
Corp., Japonska), sklopljeno s sistemom QTRAP® 4500 MS/MS (Sciex, Nemčija) (Kosjek et 
al. 2016). 
Izmerjena vsebnost bleomicina v vzorcih je bila za potrebe analize normalizirana na maso 
tumorjev oziroma na volumen izoliranega seruma, enako kot smo to naredili v primeru analize 
vsebnosti platine. 
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3.4 Statistična analiza podatkov 
Statistično analizo in grafične prikaze podatkov smo izvedli s programom Sigma Plot Software, 
verzija 13 (Systet Software, VB). Podatki so bili glede vrste porazdelitev analizirani s testom 
Shapiro-Wilk. Izračunali smo aritmetično sredino (AM) in standardno napako (SE). Statistično 
pomembne razlike med eksperimentalnimi skupinami (kemo- in elektrokemoterapija in vitro, 
elektropermeabilizacija, privzem platine in bleomicina) smo določili s t-testom in testom 
enosmerne analize variance (One-Way ANOVA), ki mu je sledil Holm-Sidakov test. Pri analizi 
podatkov imunofluorescentnega barvanja γH2AX žarišč smo podatke prikazali kot mediano in 
kvartile. Statistično pomembne razlike med skupinami smo določili s testom Mann-Whitney 
rank sum.  
Zaradi razlik med tumorskimi modeli v hitrosti rasti tumorjev smo zaostanek v rasti tumorjev 
tretiranih skupin iz eksperimentov in vivo normalizirali na podvojitveni čas kontrolnih 
tumorjev istega tumorskega modela. 
Za prikaz preživetja miši po terapiji (obsevanje, kemo- in elektrokemoterapija) smo izrisali 
krivulje preživetja po metodi Kaplan-Meier.  
Razlika med eksperimentalnimi skupinami je bila statistično pomembna, če je bila p vrednost 
manjša od 0,05. 
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4 REZULTATI 
Rezultati doktorske naloge so zaradi večje preglednosti podani v sklopih, kot si sledijo 
specifični cilji.  
4.1 In vivo določitev razlike v občutljivosti radiorezistentne (FaDu-RR) in njene 
starševske celične linije (FaDu) na obsevanje 
S podkožnim injiciranjem celic FaDu ali FaDu-RRna bok miši smo inducirali izrast tumorskih 
modelov FaDu in FaDu-RR, ki smo jih med seboj primerjali glede nekaterih osnovnih 
značilnosti ter v odzivu na različne vrste terapij (obsevanje, kemoterapija, kombinacija 
obsevanja s cisplatinom ter elektrokemoterapija). V tem poglavju so zajete osnovne značilnosti 
tumorjev ter primerjava v odzivu na obsevalno terapijo in kombinacijo cisplatina in obsevanja.  
4.1.1 Značilnosti radiorezistentnih in radiosenzitivnih tumorjev 
Tumorska modela sta se že v osnovi, brez prejete terapije (t.j. tumorji kontrolnih skupin) 
razlikovala v hitrosti rasti in v nekaterih histoloških značilnostih (slika 10). Tumorji FaDu-RR 
so rastli počasneje kot tumorji FaDu. Podvojitveni čas (DT) FaDu tumorjev je bil 1,8 ± 0,2 dni, 
pri tumorjih FaDu-RR pa je DT znašal 2,6 ± 0,4 dni (p = 0,067). Primerjava med kontrolnima 
skupinama (CTRL) FaDu in FaDu-RR je prikazana na sliki 11. Skladno s počasnejšo rastjo 
smo z označevalcem Ki-67 prikazali znatno manjši delež proliferirajočih celic v tumorjih 
FaDu-RR (53,6 ± 3,3 %), v primerjavi s FaDu (83, 1 ± 1,3 %; p < 0,001).  
Tumorska modela sta se razlikovala tudi v ožiljenosti: pri tumorjih FaDu-RR smo pod 20-
kratno povečavo prešteli manj žil na posamezno vidno polje kot pri tumorjih FaDu (12,6 ± 1,0 
oz. 5,2 ± 0,5; p < 0,001). S trikromnim barvanjem po Massonu smo dodatno prikazali razlike 
v sami strukturi tumorske strome: v tumorjih FaDu-RR je bilo vezivo neenakomerno 
razporejeno na posamezne večje skupke, pri tumorjih FaDu pa je bilo vezivo med celicami 
razporejeno bolj enakomerno. Preverili smo tudi delež hipoksičnih celic, ki pa je bil v obeh 
tumorskih modelih podobno nizek: razlog je najverjetneje relativno majhna velikost tumorjev 
v času histološke analize (cca. 150 mm3). 
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Slika 10 Primerjava histoloških značilnostih med tumorji FaDu in FaDu-RR v. A – Tumorska 
modela pod majhno (4x) povečavo, barvanje s hematoksilin-eozinom. B – primerjava med tumorskima 
modeloma v razporejenosti veziva (specialno barvanje Masson – Trichrome) in po imunohistološkem 
označevanju za proliferativnost (Ki-67), ožiljenost (Anti-CD31) in delež hipoksičnih celic (anti-HIF 
1α). * p < 0,05. 
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4.1.2 In vivo primerjava tumorjev FaDu in FaDu-RR v občutljivosti na obsevanje in 
kombinacijo obsevanja s cisplatinom 
Tumorska modela smo primerjali v občutljivosti na samo obsevanje z enkratno dozo 10 Gy ali 
s frakcionirano dozo 8 × 2 Gy (ki je po izračunu izoefektivna enkratni dozi 10 Gy). Primerjali 
smo tudi občutljivost na kombinirano zdravljenje z obsevanjem in cisplatinom, kjer so miši 20 
minut pred pričetkom obsevanja intravenozno prejele 4 mg/kg cisplatina. 
4.1.2.1 Primerjava v občutljivosti na obsevanje 
Za razliko od rezultata in vitro, ki je bil osnova za vzpostavitev radiorezistentne podlinije 
FaDu-RR (opisano v poglavju 3.1.1), radiorezistence in vivo nismo potrdili. Po enkratni dozi 
10 Gy sta imela oba tumorska modela primerljiv zaostanek v rasti (nGD pri tumorjih FaDu je 
znašal 2,67 ± 0,40 dni, pri tumorjih FaDu-RR pa 1,84 ± 0,16 dni; p = 0,232), brez popolnih 
odgovorov na prejeto zdravljenje. Razlik prav tako ni bilo po frakcioniranem obsevanju (nGD 
pri tumorjih FaDu je bil 2,16 ± 0,24 dni, pri tumorjih FaDu-RR pa 1,76 ± 0,10 dni; p = 0,148) 
(slika 11 A).  
4.1.2.2 Primerjava v občutljivosti na kombinacijo obsevanja in cisplatina 
Tumorska modela se med seboj nista razlikovala v občutljivosti na kombinacijo cisplatina z 
enkratnim obsevanjem z 10 Gy, s primerljivim zaostankom v rasti (nGD pri tumorjih FaDu je 
znašal 6,45 ± 0,64 dni, pri tumorjih FaDu-RR pa 6,20 ± 0,78 dni) in brez popolnih odgovorov 
na prejeto zdravljenje. 
Rezultati po kombinaciji cisplatina in frakcioniranega obsevanja pa so bili različni. Kljub temu, 
da je bila uporabljena frakcionirana doza obsevanja izoefektivna z enkratno, smo po dodatku 
cisplatina v primeru frakcionacije pri obeh tumorskih modelih beležili večji protitumorski 
učinek, kot po kombinaciji cisplatina in enkratne doze obsevanja. Druga pomembna ugotovitev 
je bila, da so bili tumorji FaDu-RR v primerjavi s tumorji FaDu na kombinacijo s 
frakcioniranim obsevanjem bolj rezistentni: medtem ko je bilo pri tumorjih FaDu zabeleženo 
33 % popolnih odgovorov (2/6), v skupini tumorjev FaDu-RR ni bilo nobenega (0/7; p = 0,01) 
(slika 11 B).  
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Slika 11 Protitumorski učinek obsevanja in kombinacije obsevanja in cisplatina na 
tumorje FaDu in FaDu-RR. A – Zaostanek v rasti tumorjev po enkratnem obsevanju z 10 Gy 
(SD) in po frakcioniranem obsevanju 8 x 2 Gy (FIR). B – Krivulja preživetja, izrisana po 
metodi Kaplan-Meier, po i.v. aplikaciji 4 mg/kg cisplatina (CDDP) in po kombinaciji enkratne 
doze obsevanja (SD + CDDP) ali frakcioniranega obsevanja (FIR + CDDP) s cisplatinom. 
CTRL – kontrolna skupina (brez terapije). N = 5 – 7 miši.  * p < 0,05.  
4.2 Primerjava stopnje občutljivosti radiorezistentne in starševske celične linije na 
kontinuirano izpostavitev cisplatinu in bleomicinu, ter na elektrokemoterapijo – in 
vitro in in vivo na mišjem tumorskem modelu. 
4.2.1 In vitro kemoterapija 
S testom klonogenosti smo primerjali občutljivost obeh celičnih linij na kontinuirano 
izpostavitev cisplatinu ali bleomicinu. Radiorezistentne celice so bile v primerjavi s 
starševskimi manj občutljive na cisplatin. Koncentracija cisplatina, pri kateri je preživelo 50 % 
celic (IC50), je bila pri FaDu 0,53 ± 0,02 µM, pri FaDu-RR pa 0,95 ± 0,07 µM (p = 0,022). 
Faktor modifikacije doze (DMF) je znašal 1,80. Po izpostavljenosti nižjim dozam bleomicina 
razlike med celičnima linijama ni bilo: IC50 pri FaDu je bil 0,39 ± 0,09 µM, pri FaDu-RR pa 
0,37 ± 0,01 µM, z DMF 0,90 (p = 0,830). Pomembna razlika je bila le pri najvišji dozi (2 µM), 
kjer je preživelo že manj kot 2,7 % celic pri FaDu, oz. 0,7 % celic FaDu-RR  (slika 12 A in 
B). 
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Dodatno smo preverili preživetje celic po krajši, 2-urni izpostavitvi kemoterapevtikoma . 
Rezultati tega poskusa (predvsem koncentracija kemoterapevtikov, pri kateri preživi 50 % 
celic) so bili izhodišče za sledeče poskuse, kot je imunocitokemično določevanje dvojnih 
prelomov DNA in izražanje genov za popravilo poškodb DNA. Rezultati se niso razlikovali od 
rezultatov kontinuirane izpostavitve; celice FaDu-RR so bile v primerjavi s FaDu bolj odporne 
na cisplatin (IC50 pri FaDu je znašala 2,55 ± 0,56 µM, pri FaDu-RR pa 4,36 ± 0,61 µM; p < 
0,001) in enako občutljive na bleomicin (IC50 pri FaDu je bila 5,93 ± 0,34 µM, pri FaDu-RR 
pa 6,63 ± 0,47 µM; p = 0,540) (slika 12 C in D). 
 
Slika 12 In vitro primerjava med celičnima linijama FaDu in FaDu-RR v občutljivosti na 
kemoterapijo. Delež preživetja celic po kontinuirani izpostavitvi cisplatinu (A) in bleomicinu (B), ter 
po krajši, 2-urni izpostavitvi cisplatinu (C) in bleomicinu (D). Horizontalna črtkana črta prikazuje 50  
% preživetje celic. CDDP – cisplatin, BLM – bleomicin. * p < 0,05 (med FaDu in FaDu-RR). 
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4.2.2 In vitro elektrokemoterapija 
Primerjali smo občutljivost celic na elektrokemoterapijo, kjer smo celice tretirali s cisplatinom 
ali bleomicinom v kombinaciji z električnimi pulzi. Preživetje celic smo določili s testom 
klonogenosti. Dodatek električnih pulzov je pri obeh celičnih linijah pomembno povečal 
učinkovitost kemoterapevtikov (p < 0,001). Razlik med celičnima linijama v občutljivosti na 
elektrokemoterapijo s cisplatinom ali z bleomicinom ni bilo (cisplatin: IC50 je pri FaDu znašala 
2,26 ± 0,24 µM, pri FaDu-RR pa 3,01 ± 1,82 µM (p = 0,515); bleomicin: IC50 je bila pri FaDu 
1,76 × 10-4 ± 1,6 × 10-4 µM, pri FaDu-RR pa 0,97 × 10-4 ± 0,63 × 10-4 µM (p = 0,487)) (slika 
13 A in B).  
S testom privzema PI po izpostavljenosti celic naraščujočim jakostim električnega polja (400 
– 1600 V/cm) smo dokazali, da se celični liniji v elektropermeabilnosti celičnih membran ne 
razlikujeta. Pri jakosti električnega polja 1300 V/cm, ki se uporablja pri elektrokemoterapiji, 
je bilo pri obeh celičnih linijah PI pozitivnih 95% celic (slika 13 C in D). 
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Slika 13 In vitro primerjava med celičnima linijama FaDu in FaDu-RR v občutljivosti na 
elektrokemoterapijo. Preživetje celic po elektrokemoterapiji na osnovi cisplatina (A; EKT 
CDDP) ali bleomicina (B; EKT BLM). C, D – elektropermeabilizacija celic: prikazan je % PI 
pozitivnih celic in mediana vrednost fluorescence v odvisnosti od jakosti električnega polja. 
Horizontalne črtkane črte predstavljajo 50% preživetje celic. Vertikalne pikčaste črte 
predstavljajo jakost električnega polja 1300 V/cm, ki se običajno uporablja pri 
elektrokemoterapiji. PI – propidijev jodid. * p < 0,05. 
4.2.3 In vivo kemo- in elektrokemoterapija 
Po indukciji tumorjev FaDu in FaDu-RR smo miši razdelili v dve skupini, ki sta bili zdravljeni 
z elektrokemoterapijo (s cisplatinom ali bleomicinom), ter v več kontrolnih skupin: brez 
terapije, zdravljene samo z elektroporacijo ter zdravljene samo s cisplatinom ali samo z 
bleomicinom (enaka doza kot pri elektrokemoterapiji). Učinek posameznih terapij smo 
spremljali z merjenjem zaostanka v rasti tumorjev ter z izrisom krivulj preživetja.  
Po sami elektroporaciji in po sami kemoterapiji je bil učinek terapije na oba tumorska modela 
majhen in primerljiv s kontrolno skupino brez terapije, kar je bilo glede na relativno nizko dozo 
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kemoterapevtikov (4 mg/kg cisplatina, 5 mg/kg bleomicina) tudi pričakovano. 
Elektrokemoterapija z bleomicinom je bila na obeh tumorskih modelih enako učinkovita, z 
enakim deležem popolnih odgovorov (40 %) in s primerljivim (normaliziranim) zaostankom v 
rasti tumorjev (30,9 ± 5,8 pri FaDu in 27,9 ± 2, 1 pri FaDu-RR; p = 0,787).  
Razlike med tumorskima modeloma so se pokazale pri elektrokemoterapiji s cisplatinom, kjer 
smo ugotovili statistično značilen slabši učinek pri radiorezistentnih tumorjih (slika 14 A). Ti 
so imeli v primerjavi z radiosenzitivnimi tumorji krajši zaostanek v rasti (18,6 ± 3,2 pri FaDu 
in 10,3 ± 0,9 pri FaDu-RR; p = 0,02). Ta rezultat je potrdila tudi analiza preživetja, kjer smo 
pri radiosenzitivnih tumorjih beležili 17 % popolnih odgovorov, pri radiorezistentnih pa teh ni 
bilo. 
 
Slika 14 Protitumorski učinek elektrokemoterapije pri tumorjih FaDu in FaDu-RR. 
Prikazana je analiza preživetja po metodi Kaplan-Meier, po elektrokemoterapiji s cisplatinom 
(A) ali z bleomicinom (B). CDDP - i.v. aplikacija 4 mg/kg cisplatina. BLM – i.v. aplikacija 5 
mg/kg bleomicina. CTRL – kontrolna skupina brez prejete terapije. EP – skupina, zdravljena 
samo z električnimi pulzi. * p < 0,05. N = 5-7 miši.  
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4.3 In vitro določitev razlik v deležu in v časovni dinamiki popravila poškodb DNA med 
radiorezistentno in starševsko celično linijo z genotoksikološkimi metodami in z 
določanjem izražanja genov za popravilo poškodb DNA na nivoju mRNA. 
4.3.1 Imunofluorescentno označevanje histonov γH2AX – potek nastanka in popravila 
dvojnih prelomov DNA 
Po izpostavitvi celic določenemu genotoksičnemu agensu (ionizirajoče sevanje, 
kemoterapevtiki) se na DNA vijačnici pojavijo različne poškodbe, lahko tudi dvojni prelomi, 
ki veljajo za najbolj usodne izmed poškodb DNA in pri celicah sprožijo apoptozo. Na teh 
mestih se nekaj minut po nastanku poškodbe pojavijo fosforilirane oblike histonov H2AX. Le-
te lahko označimo s fluorescentno označenimi protitelesi (anti-H2AX) in opazujemo pod 
fluorescenčnim mikroskopom kot t.i. žarišča γH2AX. Označimo (in preštejemo) jih lahko v 
več časovnih točkah po izpostavitvi genotoksičnemu agentu in tako posredno opišemo potek 
nastanka in popravila dvojnih prelomov DNA. Nekatera mesta ostanejo nepopravljena, kar 
opišemo kot rezidualno žarišče γH2AX. 
Z imunofluorescentnim označevanjem histonov H2AX smo določili nastanek in potek 
popravila dvojnih prelomov DNA po izpostavitvi kemoterapevtikom, ki se uporabljajo pri 
elektrokemoterapiji (cisplatin, bleomicin). Učinkovitost popravila smo ocenjevali predvsem v 
zadnji časovni točki (24 ur po tretiranju z bleomicinom oziroma 48 ur po tretiranju s 
cisplatinom), kjer smo določili delež t.i. rezidualnih žarišč ((Banáth et al. 2010). 
V prvem delu poskusa smo žarišča γH2AX določili tudi pri celicah, ki niso bile izpostavljene 
kemoterapevtikom, da bi določili osnovno število žarišč, ki je v celicah vedno prisotno. 
Dodatno smo preverili, ali se v celicah pojavi večje število žarišč oz. dvojnih prelomov DNA 
po aplikaciji električnih pulzov, brez dodatka kemoterapevtika.  Rezultati so pokazali, da ima 
večina celic, FaDu in FaDu-RR, v trenutku fiksacije vsaj eno žarišče γH2AX (mediano število 
žarišč pri obeh kontrolnih skupinah je bilo 1), pri čemer je 90% celic imelo 3 žarišča ali manj. 
Dokazali smo tudi, da sama elektroporacija ne izzove dodatnih dvojnih prelomov DNA (slika 
15 B). Rezultati tega poskusa so služili kot osnova pri analizi rezultatov po izpostavitvi 
kemoterapevtikoma: kot »γH2AX pozitivne« celice smo šteli le tiste, ki so imele 4 ali več 
žarišč, torej smo odšteli celice z osnovnim, kontrolnim številom žarišč γH2AX.  
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Slika 15 Število žarišč γH2AX v kontrolnih skupinah celičnih linij FaDu in FaDu-RR. 
Prikazan je delež celic, ki imajo določeno število žarišč γ-H2AX (od 1 do 10). Tako v 
kontrolnih skupinah brez terapije (A), kot v skupinah, ki so bile tretirane samo z elektroporacijo 
(B) je bila večina celic (> 90 %) s tremi ali manj žarišči (na grafu označeno z vertikalno črtkano 
črto).  
Rezultati analize tretiranih skupin so pokazali, da radiorezistetne celice v primerjavi s 
starševskimi celicami hitreje in učinkoviteje popravljajo dvojne prelome DNA, ne glede na to, 
ali so bile izpostavljene cisplatinu ali bleomicinu (slika 16). Delež γH2AX pozitivnih jeder v 
zadnji časovni točki po izpostavitvi cisplatinu ali bleomicinu je bil namreč pri celicah FaDu-
RR pomembno nižji v primerjavi s celicami FaDu (po cisplatinu: 38,2 ± 4,6 % pri FaDu in 14,1 
± 0,9 % pri FaDu-RR, p = 0,007; po bleomicinu: 42,5 ± 8,3 %  pri FaDu in 12,0 ± 5,2 % pri 
FaDu-RR,  p = 0,036).  
Pri celicah FaDu smo po izpostavitvi kemoterapevtikom beležili tudi višje število dvojnih 
prelomov DNA kot pri celicah FaDu-RR, kar smo prikazali z višjim medianim številom 
žarišč/jedro. Najvišje število žarišč smo izmerili 18 ur po izpostavitvi cisplatinu (4 žarišča/jedro 
pri FaDu, 3 žarišča/jedro pri FaDu-RR; p = 0,128) in 2 uri po bleomicinu (12 žarišč/jedro pri 
FaDu in 3 žarišča/jedro pri FaDu-RR; p < 0,001). 
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Slika 16 Primerjava med celicami FaDu in FaDu-RR v nastanku in popravilu dvojnih prelomov 
DNA po izpostavitvi cisplatinu ali bleomicinu. Prikazano je število γH2AX pozitivnih celic (A, B) 
ter mediano število žarišč na posamezno jedro (C, D) v odvisnosti od časa po izpostavitvi 
kemoterapevtikoma. E – slikovni prikaz jeder, obarvanih z barvilom DAPI (modro), ter žarišč γH2AX 
(zeleno) v posameznih jedrih. Slikano s konfokalnim mikroskopom (Zeiss LSM 800, Carl Zeiss 
Microscopy, Nemčija). Bela oznaka prikazuje 5 µm.  
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4.3.2 Rezultati analize izražanja genov za popravilo DNA 
Izražanje genov, ki sodelujejo v signalnih poteh povezanih z odzivom celic na poškodbo DNA, 
smo določili na nivoju mRNA z uporabo RT-PCR. Pri tem smo uporabili specifične 
mikromreže, usmerjene v signalno pot popravila DNA poškodb (DNA damage signaling 
pathway focused RT profiler PCR array). Celični liniji smo za 2 uri izpostavili cisplatinu ali 
bleomicinu, po petih urah pa izolirali celično mRNA in nato s PCR določili izražanje določenih 
genov (tabela 1). Razlike med celičnima linijama v izražanju genov smo določili tudi v 
kontrolnih skupinah, tj. pri celicah, ki niso bile izpostavljene terapiji. 
Rezultati so pokazali razlike v izražanju že v kontrolnih skupinah, ki niso prejele terapije. 
Celice FaDu-RR so imele v primerjavi s starševsko celično linijo zmanjšano izražanje genov, 
ki so udeleženi v signalni poti ATM/ATR (BRCA1, CHECK2, PARP1, RAD50), regulaciji 
apoptoze (BAX, BBC3, BRCA1, CHECK2) in celičnega cikla (CHECK2, MCPH1), ter na vseh 
ravneh popravila poškodb DNA (predvsem pri NER, BER in DSB) (slika 17). Za lažje in širše 
razumevanje vloge naštetih genov v posameznih signalnih poteh, so v tabeli 2 podane osnovne 
biološke funkcije genov.  
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Slika 17 Primerjava v izražanju genov za popravilo DNA med celičnima linijama FaDu 
in FaDu-RR. Rezultati so prikazani kot razmerje med FaDu-RR in FaDu. Zeleno obarvani 
stolpci so geni, ki se pri FaDu-RR celicah izražajo za manj kot tretjino v primerjavi s FaDu. * 
p < 0,05. 
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Slika 17 – nadaljevanje: Primerjava v izražanju genov za popravilo DNA med celičnima 
linijama FaDu in FaDu-RR. Rezultati so prikazani kot razmerje med FaDu-RR in FaDu. 
Zeleno obarvani stolpci so geni, ki se pri FaDu-RR celicah izražajo za manj kot tretjino v 
primerjavi s FaDu. * p < 0,05. 
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Tabela 2 Kratki opisi bioloških funkcij genov, ki se v kontrolnih skupinah celičnih linij FaDu 
in FaDu-RR različno izražajo. Opisi so povzeti po bazi podatkov NCBI gene.  
Oznaka gena Opis funkcije 
BRCA1 Kodira jedrni fosfoprotein, ki igra vlogo pri vzdrževanju genomske stabilnosti ter deluje kot 
tumor supresorski protein. Je del proteinskega kompleksa BASC, ki igra vlogo pri 
transkripciji, popravilu dvojnih prelomov DNA in pri rekombinaciji.  
CHECK2 Produkt tega gena je tumor supresorski protein, ki je udeležen v regulaciji celičnega cikla. 
Ob poškodbi DNA preko fosforilacije aktivira in inhibira CDC25c-fosfatazo, s čimer 
prepreči vstop celice v mitozo. Poleg tega stabilizira tumor supresorski protein P53, kar vodi 
v zaustavitev celičnega cikla v fazi G1.  
PARP1 Kodira protein poli(ADP-ribozil) transferazo, ki preko delovanja na različne proteine 
sodeluje v več celičnih procesih, kot je diferenciacija, proliferacija, tumorska transformacija 
ter obnovitev funkcije celice po poškodbi DNA. 
RAD50 Produkt je protein, ki je vključen v popravilo dvojnih prelomov DNA – je del proteinskega 
kompleksa, ki je potreben za nehomologno spajanje koncev DNA. Poleg tega sodeluje tudi 
pri aktivaciji kontrolnih točk celičnega cikla in pri vzdrževanju telomeraz. 
ERCC2 Kodira od ATP odvisno DNA helikazo, ki sodeluje pri popravilu DNA z izrezom 
nukleotida. 
FANCA Sodi v skupino genov, imenovanih »Fanconi anemia complementation group«, katerih 
mutacije vodijo v bolezen, imenovano Fanconijeva anemija. Njene glavne značilnosti so 
citogenetska nestabilnost, preobčutljivost na citostatike, ki povzročajo addukte znotraj verig 
DNA (cisplatin) ter nepravilno popravilo poškodb DNA. 
SUMO1 Produkt je protein, ki ima sicer funkcijo ubikvitina, udeležen pa je v več celičnih procesih, 
kot so jedrni transport, regulacija transkripcije, apoptoza in stabilnost proteinov. 
BAX Izražanje tega gena je uravnavano preko proteina P53. Produkt je protein BAX, ki s 
proteinom BCL2 tvori heterodimer in deluje kot aktivator apoptoze.  
BBC3 Protein spada v BH3 pro-apoptotsko podenoto. Preko povezovanja z drugimi pro-
apoptotskimi proteini povzroči permeabilizacijo zunanje mitohondrijske membrane, 
aktivacijo kaspaz in v končni fazi apoptozo.  
MCPH1 Kodira protein, ki naj bi v odzivu na poškodbo DNA preko inhibitorne fosforilacije CDK-
1 sodeloval pri zaustavitvi celičnega cikla v fazi G2/M.  
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Po izpostavitvi celic enemu ali drugemu kemoterapevtiku smo nivo izražanja delili z nivojem 
izražanja v kontrolnih skupinah brez prejete terapije. Rezultate smo torej podali kot spremembe 
v izražanju genov po izpostavitvi cisplatinu ali bleomicinu pri posamezni celični liniji, tj. glede 
na kontrolne skupine (tabela 3). Po izpostavljenosti bleomicinu se je pri obeh celičnih linijah 
povečalo izražanje gena za regulacijo celičnega cikla (CDK7). Poleg tega se je pri celicah FaDu 
povečalo izražanje gena FEN1 (sodeluje pri BER), pri FaDu-RR pa se je dodatno povečalo 
izražanje gena DDB2 (sodeluje v NER) in UNG (sodeluje v BER). 
Večja razlika med celičnima linijama je bila ugotovljena po izpostavitvi cisplatinu, kjer se je 
pri FaDu povečalo izražanje istih genov, kot po izpostavitvi bleomicinu (gena CDK7 in FEN1), 
pri FaDu-RR pa je prišlo do povečanega izražanja UNG (tako kot pri BLM) ter znižanega 
izražanja genov CDC25a (regulacija celičnega cikla) in GADD45a (nespecifično sodeluje v 
signalni poti popravila poškodb DNA).  
Tabela 3 Spremembe v izražanju genov za popravljanje DNA po izpostavljenosti celičnih linij 
FaDu in FaDu-RR cisplatinu ali bleomicinu. Nivo izražanja genov v tretiranih celicah je podan 
kot razmerje med tretirano skupino in kontrolno skupino celic (brez prejete terapije). V tabeli 
so navedeni le geni, pri katerih je večkratnik spremembe v izražanju znašal več kot 1,5 ali manj 
kot 0,6667.  
 
Celična 
linija 
Oznaka gena 
Večkratnik 
spremembe v 
izražanju* 
95% interval 
zaupanja 
p-vrednost 
CDDP 
FaDu-RR 
CDC25A 0,6285 ( 0.42, 0.84 ) 0,032339 
GADD45A 0,3106 ( 0.00001, 0.67 ) 0,046116 
UNG 1,6975 ( 1.30, 2.10 ) 0,014286 
FaDu   
CDK7 2,2184 ( 1.21, 3.23 ) 0,024274 
FEN1 2,91 ( 0.59, 5.23 ) 0,045398 
BLM 
FaDu-RR 
CDK7 2,3615 ( 0.98, 3.75 ) 0,026195 
DDB2 1,8068 ( 1.71, 1.90 ) 0,00002 
UNG 2,0124 ( 1.02, 3.01 ) 0,068013 
FaDu   
CDK7 2,333 ( 1.31, 3.36 ) 0,016006 
FEN1 4,0475 ( 0.85, 7.25 ) 0,013561 
 CDDP – cisplatin; BLM – bleomicin; * primerjava s kontrolno skupino celične linije (na primer FaDu 
CDDP vs. FaDu kontrola itd.). 
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4.4 In vitro in in vivo določitev razlik v celičnem privzemu kemoterapevtikov po 
kontinuirani izpostavitvi cisplatinu in bleomicinu ter po elektrokemoterapiji med 
radiorezistentno in starševsko celično linijo. 
Privzem kemoterapevtikov v tumorjih in v serumu miši smo merili eno uro po kemo- ali 
elektrokemoterapiji.  
Meritve v vzorcih seruma miši so pokazale primerljivo kopičenje cisplatina ali bleomicina, ne 
glede na vrsto tumorjev, tako po sami kemoterapiji, kot po elektrokemoterapiji (slika 18 A in 
B).  
Razlike smo ugotovili pri tumorskem kopičenju cisplatina po kemoterapiji: FaDu-RR tumorji 
so privzeli manj cisplatina kot FaDu (1,05 ± 0,02 µg/g pri FaDu in 0,90 ± 0,04 µg/g pri FaDu-
RR; p = 0,010). Po kombinaciji intravenskega vnosa cisplatina in elektroporacije razlik med 
tumorskima modeloma ni bilo: privzem cisplatina med njima je bil primerljiv (2,07 ± 0,23 µg/g 
pri FaDu in 2,41 ± 0,25 µg/g pri FaDu-RR (p = 0,344) (slika 18 C).  
V tumorskem privzemu bleomicina med tumorskima modeloma ni bilo razlik, ne po sami i.v. 
aplikaciji, kot tudi ne po elektrokemoterapiji (slika 18 D).  
S tem poskusom smo prikazali tudi potenciacijo privzema kemoterapevtikov po aplikaciji 
električnih pulzov. Ta je bila pri obeh celičnih linijah višja po elektrokemoterapiji z 
bleomicinom (7,6-kratna pri FaDu in 4,7-kratna pri FaDu-RR; slika 18 D), kot po 
elektrokemoterapiji s cisplatinom (2-kratna pri FaDu in 2,7-kratna pri FaDu-RR; slika 18 C). 
Rezultate privzema cisplatina smo potrdili z dodatnim poskusom in vitro, kjer smo obe celični 
liniji za pet minut (kot pri elektrokemoterapiji) ali za dve uri izpostavili samo cisplatinu, ali pa 
smo kratko izpostavitev cisplatinu (pet minut) kombinirali z električnimi pulzi. Razlike med 
celičnima linijama so se pokazale le po daljši izpostavitvi cisplatinu (2,16 ± 0,02 ng/106 celic 
pri FaDu in 1,33 ± 0,16 ng/106 celic pri FaDu-RR; p = 0,006), ne pa tudi po elektrokemoterapiji 
(1,67 ± 0,50 ng/106 celic pri FaDu in 1,47 ± 0,26 ng/106 celic pri FaDu-RR; p = 0,734).  
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Slika 18 Privzem cisplatina in bleomicina po kemo- in elektrokemoterapiji tumorjev/celic 
FaDu in FaDu-RR. Prikazano je kopičenje platine (Pt) ali bleomicina (BLM) po kemo- 
(CDDP, BLM) in elektrokemoterapiji (EKT CDDP, EKT BLM) s cisplatinom ali bleomicinom 
v serumu miši (A, B) in v njihovih tumorjih (C, D). E – in vitro privzem cisplatina po 
kemoterapiji ali elektrokemoterapiji s cisplatinom. * p < 0,05. ** Privzem in vitro smo merili 
le v primeru cisplatina. *** za kemoterapijo smo uporabili krajši (5 minut) in daljši (2 uri) čas 
izpostavitve. 
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4.5 Povzetek rezultatov 
Za večjo preglednost rezultatov je podana tabela 4, v kateri je povzeta primerjava med 
celičnima linijama FaDu in FaDu-RR v občutljivosti na različna zdravljenja, tako v in vitro, 
kot v in vivo pogojih. Podani so tudi možni mehanizmi rezistence celične linije FaDu-RR, ki 
smo jih v doktorski nalogi neposredno ali posredno tudi dokazali.   
Tabela 4 Primerjava med celičnima linijama in tumorskima modeloma FaDu in FaDu-RR.  
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 Terapija Citostatik FaDu FaDu-RR Mehanizem rezistence 
In
 v
it
ro
 
KT 
CDDP + - Slabši privzem CDDP 
boljše popravilo poškodb DNA 
manjše proženje apoptoze# 
BLM * *  
EKT 
CDDP * *  
BLM * *  
RT - + - Boljše popravilo poškodb DNA 
manjše proženje apoptoze# 
In
 v
iv
o
 
KT 
CDDP * *  
BLM * *  
EKT 
CDDP + - Boljše popravilo poškodb DNA 
manjše proženje apoptoze# 
BLM * *  
RT - * *  
RT + KT CDDP + - Boljše popravilo poškodb DNA 
manjše proženje apoptoze# 
 
BLM – bleomicin; CDDP – cisplatin; EKT – elektrokemoterapija; KT – kemoterapija; RT – obsevanje; 
RT + KT – kombinacija obsevanje s kemoterapijo; (+) – bolj občutljivi; (-) – bolj rezistentni; (*) – 
enaka občutljivost; (#) – znižano bazalno izražanje genov PARP-1 in Bax pri FaDu-RR (primerjava 
kontrolnih skupin).    
Nikšić Žakelj M. Mehanizmi celične odpornosti predhodno obsevanih tumorjev na 
elektrokemoterapijo s cisplatinom ali bleomicinom 
 
53 
  
5 RAZPRAVA 
Namen naše doktorske naloge je bil razjasniti različne mehanizme intrinzične kemo- in 
radiorezistence recidivnih tumorjev po predhodnem obsevanju, ki bi lahko vplivali na 
učinkovitost elektrokemoterapije. Primerjali smo dve izogeni humani celični liniji 
ploščatoceličnega karcinoma žrela z različno občutljivostjo na obsevanje. V prvem delu smo v 
pogojih in vitro kot in vivo določili razlike v občutljivosti na obsevanje, kemoterapijo s 
cisplatinom oz. bleomicinom, kombinacijo obsevanja s kemoterapijo ter na 
elektrokemoterapijo. V nadaljevanju smo preverjali različne mehanizme, ki bi lahko prispevali 
k rezistenci na elektrokemoterapijo: celični liniji smo primerjali v sposobnosti popravila DNA 
poškodb, ki nastanejo po izpostavitvi cisplatinu ali bleomicinu in v privzemu teh dveh 
kemoterapevtikov po kemo- in elektrokemoterapiji. 
V nalogi je prikazanih nekaj najpomembnejših posledic, ki jih povzroči dolgotrajno 
frakcionirano obsevanje tumorske celične linije. Pri novo vzpostavljeni FaDu-RR celični liniji 
so se sprožili obrambni mehanizmi: poleg pridobljene radiorezistence so celice postale bolj 
odporne tudi na cisplatin (v primerjavi s starševsko celično linijo). V pogojih in vivo smo 
dokazali njihovo večjo odpornost na kombinacijo frakcioniranega obsevanja s cisplatinom ter 
na elektrokemoterapijo s cisplatinom. Poleg zmanjšanega intracelularnega kopičenja cisplatina 
so celice FaDu-RR učinkoviteje popravljale poškodbe DNA, nastale po izpostavitvi cisplatinu 
ali bleomicinu ter imele spremenjen spekter izražanja genov za popravilo poškodb DNA. 
Pomemben rezultat te naloge je tudi, da je elektrokemoterapija z bleomicinom pri obeh celičnih 
linijah oziroma tumorskih modelih bila enako učinkovita.  
5.1 Izogeni radiorezistentni modeli: vpliv frakcioniranega obsevanja na tumorske 
celice 
Za ugotavljanje vloge intrinzične radiorezistence tumorskih celic pri odzivu na zdravljenje z 
elektrokemoterapijo smo primerjali dve izogeni celični liniji z različno intrinzično 
radiorezistenco. Za osnovno (starševsko) celično linijo smo izbrali FaDu, tj. celično linijo 
humanega ploščatoceličnega karcinoma žrela. Radiorezistentno podlinijo smo vzpostavili z 
večkratnim frakcioniranim obsevanjem FaDu linije. Uporaba t.i. izogenih modelov 
radiorezistence je uveljavljena metoda za preučevanje molekularnih odzivov celic na obsevanje 
(Mcdermott et al. 2014). Ne glede na vrsto preučevane tumorske celične linije dosežemo 
selekcijo radiorezistentnih celic s ponavljajočo izpostavitvijo starševskih celic frakcioniranemu 
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obsevanju; med celičnimi linijami se razlikujeta le čas in končna skupna doza celotnega 
obsevanja, potrebna za dosego radiorezistence (Fukuda et al. 2004; Gomez-Casal et al. 2015; 
Borràs-Fresneda et al. 2016). Skladno z opisanim in s prilagojenim protokolom smo v 
laboratoriju Oddelka za Eksperimentalno onkologijo Onkološkega inštituta v Ljubljani s 
frakcioniranim obsevanjem celične linije FaDu vzpostavili radiorezistentno podlinijo FaDu-
RR. Stopnja radiorezistence z DMF 1,60 pri 50% preživetju celic je bila primerljiva z 
nekaterimi do sedaj objavljenimi študijami na tej celični liniji, ki so se med seboj razlikovale 
le v režimu frakcioniranega obsevanja in skupni dozi (Skvortsov and Duda 2014; Kurth et al. 
2015; You et al. 2019). Kurth in sod. (Kurth et al. 2015) so podobno stopnjo radiorezistence 
pri liniji FaDu, kot v naši študiji, dosegli s hipofrakcioniranim obsevanjem (po 4 Gy dnevno, s 
skupno dozo 56 Gy). Vzpostavitve radiorezistence so se na drugačen način lotili Skvortsov in 
sod. (Skvortsov and Duda 2014). Slednji so celično linijo FaDu obsevali z enkratno dozo 10 
Gy, ki so jo ponavljali na 2 – 3 tedne, do celokupne prejete doze 100 Gy. Kljub temu so prišli 
do podobne stopnje radiorezistence, z DMF pri 10% preživetju celic 1,42.  
Ne glede na način vzpostavitve izogene radiorezistentne podlinije velja, da zaradi 
ponavljajočega nizko-doznega obsevanja pride v celicah do aktivacije protektivnih 
znotrajceličnih signalnih poti. Ta vodi do sprememb v popravilu poškodb DNA, delovanju 
kontrolnih točk celičnega cikla, rasti in indukciji apoptoze ter do sprememb v odzivu na ROS 
(Skvortsova et al. 2008; Mcdermott et al. 2014).  
Ena izmed bolj raziskanih prilagoditev so spremembe v poteku celičnega cikla. Celice se na 
obsevanje odzovejo z aktivacijo kontrolnih točk in zaustavitvijo celičnega cikla, kar omogoči 
celici dovolj časa za popravilo poškodb DNA. Če so poškodbe preobsežne, se sproži postopek, 
ki vodi v celično smrt (Pawlik and Keyomarsi 2004). Celice se lahko zaustavijo v fazah G1, S 
ali G2, pri čemer so celice, zaustavljene v fazi S, manj občutljive na nadaljnje obsevanje, kot 
celice, zaustavljene v fazi G1. Najbolj ranljive so celice, zaustavljene v fazi G2/M celičnega 
cikla (Fernet et al. 2010). Študije, ki so preučevale spremembe v regulaciji celičnega cikla pri 
izogenih radiorezistentnih celičnih linijah, so prišle do različnih zaključkov. Medtem ko v 
nekaterih študijah povezave med distribucijo celic v celičnem ciklu in radiorezistentnim 
fenotipom izogenih celičnih linij ni bilo (Fukuda et al. 2004; de Llobet et al. 2013), druge 
študije poročajo o manjšem deležu celic v radiosenzitivni fazi G2/M (Lee et al. 2010). 
Kuwahara in sod. (2009) so na radiorezistentni celični liniji hepatocelularnega karcinoma 
ugotavljali v osnovi višje deleže celic v fazi G2/M, vendar so bile celice v enakem deležu 
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prisotne v tej fazi tudi po (dodatnem) obsevanju z 2 Gy. Nasprotno pa je v starševski celični 
liniji delež celic v fazi G2/M po obsevanju naraščal (Kuwahara et al. 2009).  
V naši nalogi analize razporeditve celic v posameznih fazah celičnega cikla nismo opravili. 
Smo pa dokazali, da je imela radiorezistentna celična linija v primerjavi s starševsko daljši 
podvojitveni čas (in vitro in in vivo) in nižji delež proliferirajočih celic, označenih z 
označevalcem Ki-67. To posredno pomeni, da so imele radiorezistentne celice v osnovi večji 
delež celic v fazi G0 celičnega cikla (edina faza, v kateri se celice ne označijo s Ki-67), ki velja 
za radiorezistentno. Naša ugotovitev se sklada z izsledki študije Changa in sod. (2014), 
narejene na treh izogenih radiorezistentnih celičnih linijah karcinoma prostate (Chang et al. 
2014). Poleg zmanjšanega deleža Ki-67 pozitivnih celic so pri vseh treh radiorezistentnih 
linijah z analizo celičnega cikla dokazali višje deleže celic v fazah G0/G1 in S, ter nižje deleže 
celic v fazi G2/M, kot v ustreznih starševskih celičnih linijah. Prerazporeditev radiorezistentnih 
celic znotraj celičnega cikla so povezovali z višjimi nivoji aktiviranih proteinov, ki sodelujejo 
pri poteku celičnega cikla, kot so Rb, p53 in p21. 
Druga pomembna prilagoditev, ki so jo na izogenih radiorezistentnih celičnih linijah potrdile 
številne študije, je bolj učinkovito popravljanje poškodb DNA, ki jih povzroči ionizirajoče 
sevanje (Lynam-Lennon et al. 2010; Mihatsch et al. 2011; Mcdermott et al. 2014). V ozadju 
teh prilagoditev so številne spremembe v izražanju genov, ki sodelujejo pri popravilu poškodb 
DNA. Spremembe lahko ugotavljamo med drugim tudi z analizo izražanja genov na nivoju 
mRNA. Gomez-Casal in sod. (2015) so na ta način primerjali dva para izogenih celičnih linij 
adenokarcinoma pljuč z različno intrinzično radiorezistenco. Pri obeh radiorezistentnih 
celičnih podlinijah se je v primerjavi s starševskimi povečalo izražanje posameznih genov, 
udeleženih pri popravilu poškodb DNA. Zanimivo je bilo opažanje, da med celičnima linijama 
ni bilo prekrivanja oz. sta se močno razlikovali v vrsti genov s povišanim izražanjem (Gomez-
Casal et al. 2015). Različno izražanje genov za popravilo poškodb DNA smo ugotavljali tudi 
v naši nalogi. Pri radiorezistentni podliniji se je znižalo izražanje genov, ki sodelujejo na 
različnih ravneh popravila DNA.  
Spremembe so bile nespecifične: za razlago njihovega pomena bi morda bile potrebne študije 
izražanja predvsem na proteinskem ali funkcijskem nivoju. V ta namen smo poskus dopolnili 
s spremljanjem učinkovitosti popravila dvojnih prelomov DNA, ki veljajo za najbolj letalne 
izmed možnih poškodb. Za ugotavljanje le-teh smo uporabili metodo fluorescentnega 
označevanja fosforiliranih histonov H2AX, ki se pojavijo na mestih dvojnih prelomov 
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vijačnice. S popravilom dvojnih prelomov se število žarišč γH2AX skozi čas zmanjšuje: z 
merjenjem števila žarišč lahko torej prikažemo sposobnost celic za popravilo dvojnih prelomov 
DNA (Banáth et al. 2010; Firsanov, Solovjeva and Svetlova 2011). Mihatsch in sod (2011) so 
na humanih celičnih linijah karcinoma pljuč in dojke pokazali, da sta radiorezistentni celični 
podliniji v primerjavi s starševskima imeli v osnovi in po obsevanju sicer primerljivo število 
žarišč (dvojnih prelomov), vendar se je pri radiorezistentnih celicah število žarišč v končni fazi 
zmanjšalo v večji meri, kot pri starševskih celicah. Manjše število rezidualno žarišč γH2AX 
pomeni, da so radiorezistentne celice v primerjavi s starševskimi učinkoviteje popravile dvojne 
prelome DNA in so tako imele večjo možnost za preživetje (Mihatsch et al. 2011).  
V naši nalogi smo primerjali nastanek žarišč v preučevanih celičnih linijah po izpostavitvi 
cisplatinu ali bleomicinu, ne pa po obsevanju. Skladno z objavljenimi podatki, sta celični liniji 
v osnovi, pred izpostavitvijo kemoterapevtikom, imeli približno enako število žarišč na 
posamezno jedro. Po terapiji pa so radiorezistentne celice v primerjavi s starševskimi imele 
nižje število žarišč; ta razlika je vztrajala v večini opazovanih časovnih točkah po izpostavitvi 
kemoterapevtikoma. Kot že omenjeno, manjše število rezidualnih žarišč v radiorezistentnih 
celicah posredno kaže na njihovo večjo sposobnost za popravilo poškodb DNA v primerjavi s 
starševskimi (Banáth and Olive 2003; Olive and Banàth 2009). Slednje lahko povežemo z 
boljšim preživetjem radiorezistentnih celic po izpostavitvi cisplatinu. 
Pomemben mehanizem radiorezistence je tudi zmanjšano proženje apoptoze (Xie et al. 2009). 
Chang in sod (2014) so zmanjšano indukcijo apoptoze pri radiorezistentnih celicah karcinoma 
prostate povezali z zmanjšanim izražanjem aktivnih kaspaz 3 in 7 ter proteinov PARP-1 in Bax 
ter s povišanim izražanjem Bcl-2 (Chang et al. 2014). Z navedenim se ujemajo tudi rezultati 
naše naloge. Ob primerjavi bazalnega izražanja genov (primerjava kontrolnih skupin) med 
celičnima linijama FaDu in FaDu-RR smo pri radiorezistentni podliniji dokazali znižano 
bazalno izražanje genov PARP-1 in Bax, kar bi glede na podatke iz literature lahko prispevalo 
k boljšemu preživetju celic po izpostavitvi zunanjemu stresu, kot so na primer obsevanje ali 
kemoterapevtiki. 
Našteli smo nekatere izmed možnih mehanizmov prilagoditve novonastalih radiorezistentnih 
celic, ki so posledica frakcioniranega obsevanja starševske celične linije. Po drugi strani pa 
lahko v populaciji obsevanih celic pride do postopne selekcije tumorskih matičnih celic, ki so 
že v osnovi bolj odporne na obsevanje (Peitzsch et al. 2013; Mcdermott et al. 2014; Kurth et 
al. 2015; Park et al. 2016). Med drugim so pri radiorezistentnih celičnih podlinijah ugotavljali 
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višje izražanje bioloških označevalcev tumorskih matičnih celic, kot so β-katenin, oct¾ in β1 
integrin, kot pri starševskih celičnih podlinijah (Zhang et al. 2008). Tako kot pri izogenih 
celičnih modelih, je radiorezistenca pri tumorskih matičnih celicah povezana z učinkovitejšim 
popravilom poškodb DNA in s spremenjeno regulacijo celičnega cikla (McDermott et al. 
2016). 
5.2 Vloga intrinzične radiorezistence pri kemoterapiji in elektrokemoterapiji 
Glavni namen doktorske naloge je bil raziskati, ali ima pri slabšem odzivu predhodno 
obsevanih tumorjev na elektrokemoterapijo vlogo tudi pridobljena intrinzična rezistenca 
tumorskih celic na kemoterapevtike, ki se uporabljajo pri elektrokemoterapiji, tj. na cisplatin 
ali na bleomicin. Pri izogenih radiorezistentnih celicah so poleg mnogih prilagoditev, ki jim 
omogočajo boljše preživetje po obsevanju, dokazali tudi navzkrižno rezistenco na agense, ki 
povzročajo poškodbo DNA (Eichholtz-Wirth, Reidel and Hietel 1993; Gomez-Casal et al. 
2015). Tudi v nekaterih kliničnih študijah je bilo dokazano, da razvoj radiorezistence korelira 
z razvojem kemorezistence, in obratno (Kim 2017). Prav odziv tumorjev na indukcijsko 
kemoterapijo velja za najbolj zanesljiv test in vivo tumorske kemo- in radiorezistence, ki je 
trenutno na voljo v klinični praksi (Strojan et al. 2013).  
V predkliničnih študijah na radiorezistentnih celičnih linijah so večkrat dokazali navzkrižno 
rezistenco na cisplatin (Eichholtz-Wirth, Reidel and Hietel 1993; Xie et al. 2009; Gomez-Casal 
et al. 2015). Mehanizmi v ozadju so številni, najverjetneje pa je ključno boljše popravilo 
poškodb DNA in višji nivoji znotrajceličnih antioksidantov, ki inaktivirajo ROS. Hill in sod. 
(1990) so dokazali, da se po frakcioniranem obsevanju v tumorskih celicah razvije višja raven 
tolerance poškodb DNA, povzročenih s cisplatinom, to so predvsem med-vijačni in znotraj-
vijačni addukti (Hill et al. 1990). Citotoksičnost cisplatina je povezana s številom adduktov 
DNA, nastalih v času, ko celice vstopijo v fazo S celičnega cikla in se replikacijske vilice na 
teh mestih zaustavijo in prelomijo. Nastane dvojni prelom DNA, ki lahko, če ga celica ne zmore 
popraviti, vodi v celično smrt (Rocha et al. 2018). Potek popravila lahko v laboratorijskih 
pogojih tudi spremljamo: celice, ki ne zmorejo odstraniti adduktov, skozi čas povečujejo 
število žarišč γH2AX, ki se pojavijo na mestih dvojnih prelomov DNA. Žarišča γH2AX pa 
lahko nastanejo tudi zaradi indukcije apoptoze. Rezidualno število žarišč, merjeno vsaj 24 ur 
po izpostavitvi cisplatinu, korelira s sposobnostjo celic, da odstranijo nastale poškodbe DNA, 
na koncu pa tudi s preživetjem celic (Olive and Banàth 2009; Banáth et al. 2010). Rezultati 
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naše naloge se skladajo z navedenimi izsledki, saj je bil v primerjavi s starševskimi celicami 
delež preživelih radiorezistentnih celic po izpostavitvi cisplatinu višji, število rezidualnih 
žarišč γH2AX pa ustrezno nižje. Odpornost radiorezistentnih celic na cisplatin lahko torej 
delno razložimo z učinkovitejšim popravilom poškodb DNA. 
Za pojav odpornosti na cisplatin v tumorskih celicah so odgovorne številne spremembe v 
izražanju genov za popravilo poškodb DNA. Najpomembnejša načina odstranitve adduktov sta 
popravilo z izrezom nukleotida (NER) in popravilo neujemanja (MMR). Glede na do sedaj 
objavljene študije bi ob rezistenci tumorskih celic na cisplatin pričakovali povišano izražanje 
genov NER ali znižano izražanje genov za MMR (Rocha et al. 2018). Med drugim je dokazano, 
da supresija proteina ERCC1 (ki je del signalne poti NER) pripomore k večji občutljivosti na 
cisplatin, kombinacija inaktivacije p53 in pomanjkanja MMR pa k večji odpornosti na cisplatin 
(Xie et al. 2009). Naši rezultati analize bazalnega izražanja genov ter izražanja genov po 
izpostavitvi cisplatinu so sicer pokazali določene razlike med starševsko in radiorezistentno 
celično linijo, vendar so bile te nespecifične in z njimi ne moremo razložiti ugotovljene 
povečane odpornosti radiorezistentnih celic na cisplatin oz. rezultatov analize tvorbe žarišč 
γH2AX.  
Odpornost predhodno obsevanih tumorskih celic na cisplatin je lahko povezana tudi z 
zmanjšanim znotrajceličnim kopičenjem cisplatina (Hill et al. 1990; Dempke et al. 1992; 
Henness et al. 2002). Hennes in sod. (2002) so zmanjšan privzem cisplatina v radiorezistentni 
celični podliniji razlagali s povišanim izražanjem transmembranskih transporterjev, povezanih 
z multiplo odpornostjo na zdravila (MDR; ang. multidrug resistance), kot sta MRP 1 in MRP 
2 (ang. multidrug resistance protein 1 in 2). Šlo naj bi za del splošnega odziva tumorskih celic 
na stres, povzročen z obsevanjem (Henness et al. 2002). Povišano izražanje teh proteinov v 
povezavi  z odpornostjo na cisplatin so potrdile številne raziskave: tako npr. je bilo dokazano, 
da MRP 2 izplavlja cisplatin (Kawabe et al. 1999). S pojavom odpornosti na cisplatin po 
frakcioniranem obsevanju tumorskih celic je bilo poleg višjega izražanja MRP povezano tudi 
višje izražanje drugih proteinov, kot je P-glikoprotein (Bottke et al. 2008). Odpornost 
radiorezistentne podlinije na cisplatin v naši nalogi lahko torej povežemo tudi z zmanjšanim 
kopičenjem cisplatina v celicah, kar smo dokazali po 2-urni izpostavitvi celic v in vitro pogojih. 
Poleg tega smo zmanjšano kopičenje cisplatina v tumorjih po kemoterapiji izmerili tudi v 
pogojih in vivo. Žal je zaradi nizke koncentracije cisplatina, ki smo jo uporabili (morala je biti 
enaka, kot pri elektrokemoterapiji), prišlo le do majhnega zaostanka v rasti tumorjev oz. med 
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tumorskima modeloma ni bilo statistično pomembne razlike v občutljivosti na terapijo. Po 
dodatku električnih pulzov razlik med celičnima linijama v privzemu cisplatina ni bilo več. Ker 
smo meritve privzema cisplatina opravljali 20 minut po terapiji in vitro in 1 uro po terapiji in 
vivo, je na mestu vprašanje ali lahko pore v membrani celic vztrajajo dovolj dolgo in v tem 
času nadvladajo učinek aktivnega transporta cisplatina, ki skrbi za izplavljanje njegovih 
molekul iz celic? S tem povezano je vprašanje, kakšen je morebiten vpliv elektroporacije na 
transmembranske transporterje? 
Pomemben del učinkovanja obsevanja, pa tudi cisplatina, na tumorske celice je nastanek ROS, 
ki dodatno prispevajo k poškodbam DNA (Lee et al. 2010; Lynam-Lennon et al. 2010; Galluzzi 
et al. 2014; Rocha et al. 2018). Ena izmed prilagoditev tumorskih celic po izpostavitvi 
frakcioniranemu obsevanju je manjša tvorba ROS (Lee et al. 2010). Po drugi strani pa poročajo 
tudi o zvišanem nivoju antioksidantov celicah, ki lovijo in inaktivirajo ROS, kot so na primer 
glutation in metalotionini (Eichholtz-Wirth, Reidel and Hietel 1993; Lynam-Lennon et al. 
2010). Glede na to, da cisplatin povzroči del poškodb v DNA tudi preko tvorbe ROS, bi lahko 
tudi ta prilagoditev pripomogla k nastanku navzkrižne rezistence tumorskih celic. 
Navzkrižno rezistenco izogene radiorezistentne tumorske celične linije na cisplatin so dokazali 
tudi Gomez-Casal in sod., ki so pojav povezali s spremenjenim fenotipom radiorezistentnih 
celic (Gomez-Casal et al. 2015). Dokazali so namreč aktivacijo in povečano izražanje 
proteinov, povezanih z epitelijsko-mezenhimskim prehodom (EMT), kot sta vimentin in 
fibronektin. Pri karcinomih je EMT povezan z razvojem odpornosti na radio- in kemoterapijo, 
ki se zgodi predvsem preko aktivacije signalne poti PI3K/Akt/mTOR (Singh and Settleman 
2010; Gomez-Casal et al. 2015).  
Rezultati naše naloge so torej pokazali, da je bila radiorezistentna podlinija FaDu-RR v 
primerjavi s starševsko celično linijo FaDu bolj odporna tudi na terapijo s cisplatinom. 
Mehanizmi v ozadju so najverjetneje multipli: dokazali smo, da radiorezistentne celice 
učinkoviteje popravljajo poškodbe DNA, ter da v citoplazmi kopičijo manjše količine 
cisplatina. Nismo pa preučili in dokazali sodelovanja drugih mehanizmov, ki bi lahko bili 
soudeleženi. Tak primer bi lahko bila inaktivacija ROS, celični fenotip EMT in povečano 
izražanje genov NER oziroma zmanjšano izražanje genov MMR. 
Dodatek električnih pulzov k terapiji s cisplatinom je pri obeh celičnih linijah močno povečal 
citotoksičnost kemoterapevtika. Kljub temu, da smo pri izpostavitvi celic cisplatinu (brez 
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dodatka električnih pulzov) opažali večjo odpornost celic FaDu-RR kot celic FaDu, te razlike 
po elektrokemoterapiji nismo več ugotavljali oz. je bila ta le minimalna in izražena le pri 
določenih koncentracijah cisplatina. S slednjim se niso skladali rezultati v in vivo pogojih, saj 
so bili FaDu-RR tumorji v primerjavi s starševskimi bolj odporni na zdravljenje z 
elektrokemoterapijo na osnovi cisplatina. Z raziskovanjem lastnosti tumorjev in mehanizmov 
odpornosti na različna zdravljenja tega neskladja med in vitro in in vivo rezultati nismo uspeli 
razložiti. Med drugim pa bi morali pomisliti tudi na številne ovire, ki se pojavijo pri izvajanju 
poskusov na izogenih celičnih linijah z inducirano radio- oziroma kemorezistenco. Ena izmed 
težav je zagotovo postopna izguba odpornosti, oziroma izguba induciranih obrambnih 
mehanizmov, ki pa je časovno nepredvidljiva (Mcdermott et al. 2014). To je sicer znan pojav 
pri izogenih radiorezistentnih celičnih modelih. Zaradi narave vzpostavitve radiorezistence, pri 
kateri gre za indukcijo prilagoditvenih mehanizmov, le-ti po koncu njenega vzpostavljanja 
počasi izzvenevajo, s tem pa se lahko izgubi tudi sočasno sprožena navzkrižna rezistenca na 
cisplatin (Eichholtz-Wirth, Reidel and Hietel 1993). Prav zato, da bi zadržali ustrezno stopnjo 
radiorezistence, smo celično linijo FaDu-RR po letu dni ponovno obsevali in uporabili 
predvsem za poskuse in vivo.  
Literatura, ki bi obravnavala vpliv intrinzične radiorezistence na občutljivost celic na 
bleomicin, je žal precej bolj skopa, kot v primeru cisplatina. Vzrok je najverjetneje precej 
manjša klinična uporaba bleomicina.  
Zaradi specifičnega mehanizma delovanja velja bleomicin za posnemovalca (mimetika) 
obsevanja, saj prav tako povzroča enojne in dvojne prelome DNA, preko katerih sproži 
zaustavitev v fazi G2/M celičnega cikla in na koncu apoptotsko celično smrt (Wang et al. 
2013). Glede na navedeno bi pričakovali, da mehanizmi prilagoditve radiorezistentnih celic 
vodijo tudi do odpornosti na bleomicin, vendar se je v več študijah, kot tudi v naši raziskavi, 
izkazalo, da temu ni tako (Jaffe et al. 1990; Fung and Demple 2011). Ena od možnih razlag bi 
bila, da bleomicin lahko povzroči le manjši del iz širšega spektra možnih poškodb DNA, ki jih 
sicer lahko povzroči ionizirajoče sevanje, in so pri popravilu poškodb udeležene druge signalne 
poti oziroma mehanizmi. Bleomicin med drugim ne povzroči oksidativne poškodbe baz DNA 
(Fung and Demple 2011). Tako, kot odpornost na cisplatin, se lahko tudi odpornost na 
bleomicin razvije na več ravneh, in je običajno povezana s spremenjenim privzemom 
bleomicina v citoplazmo, zvišanim nivojem antioksidantov, večjo zmogljivostjo celic da 
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popravijo nastale poškodbe DNA, ali s povečano sposobnostjo metabolizma da inaktivira 
bleomicin (Wang et al. 2013). 
V naši nalogi razlik med starševsko in radiorezistentno celično linijo v občutljivosti na 
izpostavitev oziroma kemoterapijo na osnovi bleomicina nismo ugotavljali. Prav tako ni bilo 
razlik po kombinaciji bleomicina z električnimi pulzi, pri čemer so in vitro rezultati bili skladni 
z rezultati in vivo poskusov. Pomembnejših odstopanj med celičnima linijama/tumorskima 
modeloma nismo beležili niti po raziskovanju mehanizmov: primerljivo je bilo 
citoplazemsko/tumorsko kopičenje bleomicina, tako po kemo-, kot po elektrokemoterapiji; po 
2-urni izpostavitvi bleomicinu se je pri obeh celičnih linijah povišalo izražanje genov, 
udeleženih v regulaciji celičnega cikla in v BER (gena CDK7 in FEN), kar posredno nakazuje, 
da je vsaj v začetnem delu (izražanje genov smo analizirali 5 ur po izpostavitvi) odziv v obeh 
vrstah celic enak. Razlike smo ugotavljali le pri analizi žarišč γH2AX, kjer smo pri 
radiorezistentni celični liniji beležili manjše število žarišč oz. dvojnih prelomov DNA, tako na 
začetku meritev, kot tudi rezidualnih. Čeprav naj bi število rezidualnih žarišč koreliralo z 
deležem preživelih celic (Banáth et al. 2010), tega v naših poskusih nismo potrdili, saj je bilo 
preživetje pri obeh celičnih linijiah po 2-urni izpostavitvi bleomicinu primerljivo. Bleomicin 
sicer lahko deluje toksično na tumorske celice tudi po drugih poteh, na primer s peroksidacijo 
lipidov ali poškodbo mitohondrijske DNA, vendar je malo verjetno, da bi tovrstno delovanje 
razložilo naše opažanje, da kljub boljši zmožnosti popravila dvojnih prelomov DNA celice 
ohranjajo enako občutljivost na ta kemoterapevtik (Zuckerman et al. 1986; Hecht 2000).   
5.3 Izogeni modeli v pogojih in vivo  
Rezultate naše naloge, dobljene v predvidljivih pogojih in vitro, smo želeli preveriti v kliniki 
bolj podobnih pogojih in vivo na mišjih modelih, kjer ima pri odzivu tumorjev na zdravljenje 
poleg intrinzične občutljivosti tumorskih celic določeno vlogo tudi tumorsko okolje. V ta 
namen smo izogeni celični liniji injicirali na bok miši, po izrastu tumorjev pa spremljali in 
primerjali odziv na različne terapije. Študij s podobno zasnovo, kot je bila naša, ki bi spremljale 
izogene celične linije v različnih pogojih, ni veliko. Na splošno velja, da so lastnosti tumorskih 
modelov, induciranih z injiciranjem izogenih celičnih linij z različno radiosenzitivnostjo, 
odvisne od izvornih tumorskih celic, izraženosti markerjev tumorskih matičnih celic in od 
stopnje radiorezistence (v primerjavi s starševskimi) (Lynam-Lennon et al. 2010; Kurth et al. 
2015). Kurth in sod. (2015) so primerjali tumorske modele, inducirane z dvema različnima 
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izogenima celičnima linijama ploščatoceličnega karcinoma glave in vratu, Cal33 IR (karcinom 
jezika) in FaDu IR (karcinom žrela). Radiorezistenca teh dveh celičnih linij v pogojih in vitro 
se je skladala z radiorezistenco in tumorigenostjo tumorskih modelov in vivo. Tumorji celic 
Cal 33 IR, ki so bile in vitro občutno bolj radiorezistentne kot starševske celice, so rastli hitreje 
in so bili bolj agresivni. Tumorji celic FaDu IR, ki so imele podobno stopnjo radiorezistence, 
kot tumorji v naši študiji, so rastli počasneje in so bili manj invazivni v primerjavi s tumorji 
starševskih celic.  
Poleg počasnejše rasti so bili v našem primeru FaDu-RR tumorji v primerjavi s FaDu tudi manj 
ožiljeni in imeli drugačno razporeditev tumorske strome. Po obsevanju tumorjev z enkratno 
dozo ali s frakcioniranim režimom radiorezistence FaDu-RR tumorjev nismo potrdili. Razlog 
najverjetneje tiči v izbrani dozi obsevanja, ki je bila premajhna, da bi povzročila pomembnejši 
zaostanek v rasti tumorjev; po drugi strani tudi ni bilo nobenega popolnega odgovora na 
zdravljenje. Poleg tega smo bili z višino doze obsevanja pri naših poskusih in vivo omejeni z 
modelom miši, ki smo ga lahko uporabili: zaradi humanih celičnih linij je bilo potrebno izbrati 
imunsko kompromitirane miši  SCID, ki so zaradi genetsko pogojenega slabšega popravila 
DNA poškodb bolj občutljive na ionizirajoče sevanje (Biedermann et al. 1991).  
Za boljšo primerljivost s klinično prakso smo obsevanje kombinirali z enkratno aplikacijo 
cisplatina pred pričetkom obsevanja. Medtem ko je kombinacija enkratne doze obsevanja in 
cisplatina pri obeh tumorskih modelih povzročila primerljiv zaostanek v rasti (brez popolnih 
odgovorov na terapijo), je bila razlika po zdravljenju s kombinacijo cisplatina in 
frakcioniranega režima obsevanja očitna, navkljub dejstvu, da je šlo za dva izoefektivna 
radioterapevtska režima.  Opaženo bi lahko razložili z višjim deležem preživelih celic FaDu-
RR po prvi dozi obsevanja, ki je bila kombinirana s cisplatinom, in z manjšo občutljivostjo na 
sledeče odmerke obsevanja, bodisi zaradi boljšega popravila DNA poškodb, manjše indukcije 
apoptoze, ali zaradi sprememb v regulaciji celičnega cikla v celicah FaDu-RR. Kot že 
omenjeno, je možno, da se je po prvem odmerku obsevanja večji delež celic FaDu-RR znašel 
v fazi G0 in so bile na nadaljnje obsevanje manj občutljive, kot celice v  tumorjih FaDu. Možno 
je tudi, da se je po prvi frakciji večji delež celic FaDu prerazporedil v fazo G2/M, kar pomeni, 
da so bile ob naslednjih frakcijah obsevanja te celice bolj občutljive, kot celice FaDu-RR.  
Tumorska modela smo nadalje primerjali v odzivu na kemo- in elektrokemoterapijo. Razlik 
med tumorskima modeloma po kemoterapiji (pričakovano) nismo beležili, saj je bila doza 
cisplatina oz. bleomicina prenizka za dosego večjega zaostanka v rasti tumorjev. Dodatek 
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električnih pulzov je močno izboljšal protitumorski učinek obeh kemoterapevtikov, pri čemer 
pa so bili tumorji FaDu-RR na elektrokemoterapijo s cisplatinom bolj odporni kot tumorji 
FaDu. Kljub temu, da je bila razlika med tumorskima modeloma majhna, bi lahko bila 
posledica intrinzične rezistence celic FaDu-RR na cisplatin, ki smo jo dokazali in vitro po 
izpostavitvi cisplatinu, pa tudi in vivo po zdravljenju s kombinacijo frakcioniranega obsevanja 
in cisplatina. Po drugi strani sta bila tumorska modela na elektrokemoterapijo z bleomicinom 
enako občutljiva, s primerljivim deležem popolnih odgovorov na zdravljenje. Tudi ti rezultati 
potrjujejo izsledke poskusov in vitro, kjer razlik med celičnima linijama po izpostavitvi 
bleomicinu nismo ugotavljali.   
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6 ZAKLJUČKI 
Z dobljenimi rezultati lahko le delno potrdimo zastavljeni hipotezi. Medtem ko razlik med 
celičnima linijama v občutljivosti na elektrokemoterapijo na osnovi bleomicina ni bilo, je bila 
razlika v občutljivosti po elektrokemoterapiji na osnovi cisplatina majhna in potrjena le v 
pogojih in vivo. Zdi se, da ima pri slabšem odgovoru predhodno obsevanih oziroma recidivnih 
tumorjev na elektrokemoterapijo s cisplatinom pomembnejšo vlogo učinek predhodnega 
obsevanja na ležišče tumorja in posledično manj kakovostno tumorsko žilje, ki v času 
dovajanja električnih pulzov ne zagotovi zadostne koncentracije kemoterapevtika na mestu 
tumorja. Prikazane razlike v privzemu cisplatina in v popravilu poškodb DNA kažejo na to, da 
je pri radiorezistentnih celicah prišlo do določenih prilagoditev na zunanje stresorje; 
upoštevajoč dejstvo, da je bila ugotovljena razlika v občutljivosti na elektrokemoterapijo 
majhna, imajo te prilagoditve verjetno večjo vlogo pri odzivu celic na obsevanje ali 
izpostavitev cisplatinu, brez pridružene elektroporacije. Glede na naše ugotovitve bi za 
zdravljenje predhodno obsevanih tumorjev s področja glave in vratu z elektrokemoterapijo 
priporočili uporabo bleomicina in ne cisplatina. 
Hipotezi: 
1. Slabša občutljivost radiorezistentnih tumorskih celic na elektrokemoterapijo je 
pogojena tudi z intrinzično rezistenco na cisplatin in bleomicin.  
Delno potrjena [tumorji FaDu-RR so manj občutljivi na elektrokemoterapijo s cisplatinom] 
2. Razvoj kemorezistence pri radiorezistentnih tumorskih celicah je pogojen tako s 
spremenjenimi mehanizmi popravila poškodb DNA, kot tudi s spremenjenim celičnim 
privzemom kemoterapevtikov. 
Delno potrjena [celice oz. tumorji FaDu-RR bolje popravljajo del poškodb DNA in slabše 
privzemajo cisplatin]  
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7 ORIGINALNI PRISPEVEK K ZNANOSTI 
 Potrdilli smo, da frakcionirano obsevanje tumorskih celic vodi do mnogih 
prilagoditvenih sprememb, ki jim omogoča boljše preživetje po obsevanju (boljše 
popravilo poškodb DNA, spremembe v izražanju genov, spremembe v regulaciji 
celičnega cikla…) in do navzkrižne rezistence na cisplatin, pri čemer ima določeno 
vlogo tudi slabši privzem cisplatina v celice. 
 Ugotovili smo, da intrinzična rezistenca tumorskih celic nima bistvene vloge pri 
slabšem odgovoru predhodno obsevanih tumorjev na elektrokemoterapijo oziroma da 
ima pri tem najverjetneje večjo vlogo učinek, ki ga ima obsevanje na ležišče tumorja. 
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